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一 ,生物 高 分 子 与 生物 化 学 


生物 化 学 即 生命 的 化 学 , 属 交 叉 学 科 , 主 要 研究 生物 机 体 的 化 学 组 成 和 生命 过 程 的 化 学 
变化 规律 , 即 利用 化 学 的 理论 和 方法 研究 生命 现象 ,生命 现象 包括 生长 ,发育 .遗传 .变异 , 感 
觉 .运动 .记忆 .衰老 .死亡 等 。 生命 的 基本 特征 是 新 陈 代 谢 。 КН ӨНЕ ОУ 
合成 ) 和 能 全 代谢 ( 供 能 与 产能 ) .新陈代谢 有 五 大 特点 :1) 严 格 的 细胞 内 定位 关系 ,(2) 特 措 
的 酶 促 反 应 ,(3) 共 通 的 代谢 关联 ,(4) 严 遵 的 反应 序列 ,5) 高 效率 的 调控 机 构 。 

高 分 子 物质 分 为 合成 高 分 子 物质 (如 :塑料 , 橡 腔 和 合成 纤维 三 大 合成 材料 ) 和 大 然 高 分 
子 物 质 两 大 类 。 生 物 高 分 子 物质 是 天 然 高 分 子 物 质 中 比较 特殊 的 一 类 , 它 是 生物 体内 的 高 分 
子 。 


生物 体内 存在 的 物质 主要 有 : 
0700) 
无 机 物 ( 的 3. 6%) 
生物 何 ЖЕ (250. 406) 
£ =u 
4?) ави 152) 生物 高 分 子 
ЖТ (2 26.40)4 408 
ЖА 
ЖЕЖ ват 
激素 
生物 高 分 于 有 所 讨论 的 是 多 粮 、 蛋 白质 、 酶 .核酸 的 结构 .性质 .功能 及 研究 方法 等 ,属于 生 


物化 学 学 科 体 系 。 

生物 化 学 近 几 年 来 取得 了 突飞猛进 的 发 展 ,这 一 方面 当然 是 客观 世界 的 要 求 和 可 能 因 
素 的 作用 , 另 一 方面 也 与 生物 化 学 这 门 学 科 的 特点 有 关 。 它 是 社会 的 需要 以 及 社会 提供 的 可 
能 的 客观 条 件 的 综合 结果 , 田 外 ,也 体现 了 “杂交 优势 ”这 种 生物 学 现象 。 交 及 学 科 具 有 强大 
无 比 的 生命 力 , 也 具有 特殊 的 优势 。 


二 .生物 化 学 的 发 展 
生物 化 学 源 于 有 机 化 学 和 生理 学 。 它 于 18 世纪 萌芽 ,19 世纪 初步 发 展 ,20 世纪 初 独 立 


为 一 门 学 科 ,。 该 学 科 最 初 被 称 为 “年 理化 学 *,1903 年 德国 的 Carl euberg(1877 一 19567 初 次 
使 用 “Biochemistry*( 生 物化 学 ) 这 一 名 词 ,标志 生物 化 学 作为 独立 学 科 的 湾 生 。 

生物 化 学 的 发 各 ,首先 起 源 于 法 国 , 由 法 国 传 入 德国 , 亚 由 德国 传 到 美国 和 英国 ,20 世 
纪 时 由 上 述 国 家 传 到 世界 各 国 。 

20 世纪 30 年 代 , 生 化 界 的 研究 热点 主要 集中 在 对 激素 和 各 种 维生素 的 分 离 和 鉴定 以 及 
对 人 体 功 能 和 氨基 酸 的 分 离 方 面 。 福建 师范 大 学 化 学 系 的 首 任 主任 余 宝 笔 教授 1935 年 在 美 
国 约 葵 斯 震 普 金 斯 大 学 攻读 博士 学 位 时 ,就 曾 师 从 于 维生素 A.B、.C йен КЮЕ. 
美国 的 JamesB. Summer (1877—1955) 大 世界 上 第 一 个 得 到 服 酶 结晶 的 人 (1946 年 ， 
7. B. Summer 和 另 两 位 美国 学 者 ]. H. Northrop fü W. M. Stanley 分 享 了 庶 贝 尔 化 学 奖 , 后 两 
位 也 是 从 事 纯 净 状 态 的 酶 和 病毒 蛋白 质 研 究 的 专家 )。 还 有 HansA. Krebs 提出 了 著名 的 三 
送 酸 循环 ,使 精 、 脂 肪 、 蛋 白质 及 氨基 酸 的 代谢 途径 得 到 阅 明 。ODtte Meyerthof (1884 一 1951) 
和 Otto Wargburg(1883 一 1970) 则 提出 了 ATP 是 代谢 能 产生 和 利用 的 关键 物质 ,提出 了 他 
吸 链 及 氧化 磁 琴 化 的 理论 ,; 从 而 建立 了 生物 能 量 学 (bioenergetics) 这 一 分 支 学 科 。 
Michaelis-Menten 等 开展 了 酶 反应 动力 学 的 研究 ,建立 了 具有 普遍 意义 的 米 氏 方程 ,使 生物 
化 学 进入 更 或 熟 的 阶段 .随后 便 出 更 了 生物 物理 化 学 .生物 无 机 化 学 .生物 有 机 化 学 .生物 分 
析 化 学 .生物 化 工 等 一 系列 更 具体 实用 的 分 支 。 

20 世纪 50 年 代 以 来 ,生物 大 分 子 的 结构 和 功能 的 研究 进入 飞跃 发 展 时 期 .Pauling 等 人 
根据 X 射线 的 研究 ,提出 了 自白 质 的 二 级 结 攀 ,特别 是 蛋白 质 的 a- 媒 旋 结 构 的 提出 ,促进 了 
生物 高 分 子 结构 研究 的 发 展 。1954 年 ,Pauling 因 闭 明 化 学 刍 的 本 质 以 及 解释 复杂 分 子 结 攀 
而 获 诺 贝尔 全 学 奖 ;1953 年 ,Sanger 因 测 定 了 胰岛 家 分 子 的 一 级 结构 ,而 于 1958 ЖЕЛ 
尔 化 学 奖 ;1953 年 ,James D. Watson 和 Francis H. C. Crick 提出 了 DNA ХЕ ТЫ, ІЛЕ 
认为 是 分 子 生 物 学 的 第 一 定律 ,其 他 方面 ,如 生物 高 分 子 三 维 结构 .遗传 密码 .生物 信息 传递 
的 中 心 法 则 及 1961 年 乳糖 操纵 子 一 基因 的 表达 调控 等 的 阐明 ,都 标志 着 生物 化 学 进入 了 
一 个 所 新 的 发 展 时 期 ,从 而 使 生命 科学 里 的 带头 学 科 一 一 分 子 生 物 学 迅速 兴起 .该 学 科 就 是 
从 生物 高 分 子 ( 蛋 白质 、 酶 .核酸 .多 糖 ) 的 水 平 上 研究 生命 现象 的 一 门 科学 。 . 

将 令 人 人 振奋 的 是 在 20 世纪 即将 结束 之 际 , 继 1997 ЗА ЕТПЕ ЕН PL Pr гуу 6 Ж 
利 诞 生 之 后 不 到 3 年 ,2000 年 6 月 26 日 下 午 6 时 , 美 . 英 . 日 . 德 .法 .中 六 国 同时 向 世人 宣布 ， 
大 类 历史 上 最 伟大 的 科学 工程 一 一 人 类 基 大 组 的 "工作 草图 ”宣告 绘制 完成 。 这 项 历时 10 
年 ,耗资 30 多 亿美 元 ,号 称 是 继 有 曼哈顿 原子 弹 计 划 (1941 一 1943 ,耗资 20 亿美 元 ?和 阿波 罗 登 
月 计划 (耗资 300 亿美 元 ,1969 年 7 月 20 日 登 月 ) 之 后 的 人 类 第 三 大 计划 的 完成 ,将 给 人 类 带 
来 根本 性 变化 ,入 类 不 断 完善 的 进化 速度 将 大 大 加 快 ,与 入 类 相关 的 各 种 疾病 ,以 及 赛 老死 
亡 等 均 可 得 到 预测 ,预防 和 早期 诊断 ,治疗 。 有 人 预计 由 此 派生 出 的 产业 年 产值 可 达 450 亿 
美元 , “基因 经 济 " 一 触 即 发 。 | 

生物 高 分 子 领域 取得 如 此 突飞猛进 的 发 展 ,一 方面 体现 了 交叉 学 科 的 优势 . 近 30 年 来 ， 
在 细胞 学 .免疫 学 ,生理 学 ,生物 化 学 及 生物 物理 学 各 领域 都 到 得 了 迅速 发 展 , 特 别 是 现代 数 
学 .物理 学 .化 学 等 方面 的 新 概念 和 新 技术 大 量 渗 入 到 生物 学 科 中 ,生物 科学 的 研究 重点 逐 
渐 由 细胞 水 平 转向 分 子 水 平 。 另 一 方面 ,也 是 社会 客观 需要 和 客观 条 件 可 能 的 综合 结果 , 例 
如 “ 巴 氏 消毒 法 "(目前 仍 用 于 酒 ,牛奶 的 消毒 方法 ) 的 产生 。1865 年 法 国立 耳 城 制 酒 坊 里 本 
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来 芬 六 的 啤酒 变 酸 , 巴 斯 德 借用 显 微 筑 找 出 了 原因 一 -乳酸 杆菌 ,接着 他 采用 65 САА 
йа 30 分 钟 的 办 法 ,消灭 了 乳酸 杆菌 。 当 时 不 少 酒店 老板 还 半信半疑 ,并 配制 一 系列 的 啤 
酒 ,当场 请 书 斯 德 试验 ,品尝 ,结果 元 不 信服 之 ,还 有 其 他 如 卡介苗 .和 牛 癌 、 黄 胺 药物 ,青霉素 
等 问世 也有 类 似 情 况 。 正 是 社会 的 迫切 笑 要 , 才 使 这 些 药品 问 寺 , 并 服务 于 人 类 。 当 前 人 将 
迫切 要 求 的 是 :病毒 控制 .癌症 控制 ,环境 污染 控制 ,衰老 控制 .记忆 长 青 耻 及 粮食 生产 方面 
的 优良 品种 培育 ,光合 效率 提高 .病虫害 防治 技术 等 ,而 当前 客观 条 件 也 提供 了 这 种 可 能 ,如 
创新 的 仪器 层出不穷 (如 核酸 ,蛋白 合成 仪 , 分 析 仪 的 问世 ,更 精密 、 微 晤 的 分 析 仪 的 产生 》、 
创新 技术 (如 基因 工程 技术 、 分 子 杂 交 技 术 ) 惧 及 创新 的 所 维 方法 ,理论 等 日 新 月 蜡 , 可 以 乐 
观 地 佑 计 ,在 未 来 30 年 内 ,生物 高 分 子 学 科 必 将 硕果 累累 ,全 方位 地 服务 于 人 类 。 


三 、. 中 国 的 生物 化 学 


在 中 国 , 生 物化 学 成 为 一 门 独立 学 科 较 国外 迟 20 年 至 30 年 ,但 也 有 不 少 令 人 振奋 和 也 
界 一 流 的 成 就 。 

20 世纪 30 年 代 , 我 国生 化 学 家 吴 完 (1893 一 1958, 福 州 人 ) 提 出 的 蛋白 质变 性 学 说 ,至 今 
仍 为 世界 各 国学 者 沿用 。1931 АЛЫН, ЕН ИЛЕ ЕСЕ ЕКЕ А ЖЕЛЕЗИН 
过 程 , 后 来 的 工作 都 证 明 匡 衬 的 说 法 是 正确 的 。 当 然 从 现代 主体 结构 角度 可 以 确切 地 说 ,组 
白质 的 变性 是 它 的 高 级 结 枸 被 玻 坏 ,而 一 级 结构 不 遭 破坏 导致 生物 学 功能 背 失 的 过 程 .这 与 
吴 客 的 说 法 在 本 质 上 是 一 致 的 。 

1965 年 ,我 国生 化 专家 在 世界 上 首次 人 工 合成 了 其 有 生物 活性 的 蛋白 质 一 一 牛 胰岛 
素 , 这 是 一 个 含有 51 个 氨基 辟 残 基 的 小 蛋白 ,主要 用 于 治疗 糖尿 病 。1981 年 ,我 六 生化 工作 
者 又 在 世界 上 首次 台 成 核糖 核酸 一 一 酵母 丙 氨 酸 转 移 核 罚 核酸 (一 个 舍 41 + 2 fF BR BJ 
tRNA) ,为 天 然 核 酸 的 人 工 合 成 打开 了 一 条 通路 。 这 两 项 为 我 国 启 得 世界 荣誉 、 载 入 史册 成 
就 的 课题 倡议 人 、 负 责 人 之 一 王 应 睦 教 授 人 (1907 一 2001 ,福建 金门 人 ?为 此 付出 了 不 少 心血 。 

另外 , 近 20 年 来 ,我 国生 化 领域 的 一 些 成 就 也 是 不 胜 核 举 ， 

1. 基因 工程 药物 

乙 型 肝炎 表面 抗原 基因 工程 疫苗 是 20 49690 年 代 生 物 技术 头 导 攻 美 任务 ,进入 中 斌 后 
并 完成 了 二 期 临 环 ,1990 年 座 形 成 100 万 人 人 份 的 生产 能 力 。 人 生 长 激素 基因 分 别 在 大 肠 杆 菌 
和 哺 改 动物 细胞 得 到 党 表达 ,前 者 表达 产物 分 布 在 细胞 周 质 ,易于 分 离 提 取 , 表 达 产 物 占 菌 
体 总 蛋白 的 6%$; 后 者 在 CHO 组 胞 的 表达 产 率 达 100 pg/ (10° 细胞 ，24h), 达 到 国际 先进 水 
平 。 幼 畜 腹 海 基 因 工 程 疫苗 的 中 试 正 顺利 取得 进展 ,工程 菌 的 高 密度 发 酵 有 突破 .从 20 工 发 
酵 液 中 便 可 获得 与 常规 1t 发 酵 相 托 的 产量 ,仔猪 免疫 试验 效果 良好 。 

2. 蛋白 质 工程 

该 领域 涉及 三 大 基础 学 科 , 即 蛋白 质 空 间 结 构 . 蛋 白质 化 学 及 基因 工程 。 科 学 院 在 这 三 
方面 拥有 综合 优势 。 在 国家 高 技术 计划 中 МЕНЕН, БЖ. ЕМЕН ШЫ 
ЕЛЕНЕ НЕН ЕЛІ Ы 5-ТЕН ШЕ 的 定 
位 突变 进展 较 快 ,Asn-218-Ser 突变 型 酶 稳定 性 提高 了 3 (Ë ,Met-222- Ala 突变 型 酶 抗 氧化 
能 力 明 显 增强 
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3， 转 基因 动物 

该 技术 的 目的 之 一 是 改善 动物 的 生产 性 能 ,如 所 高 生长 速率 .改善 肉质 等 。 据 知已 初步 
获得 转 人 生长 激素 基因 的 鲤鱼 . 团 头 盘 .金鱼 和 泥鳅 等 ,其 生长 速率 普遍 提高 .当然 要 获得 遗 
传 土 稳定 的 ,有 经 济 价值 的 品种, 还 有 相当 长 的 路 要 走 。 人 类 对 转基因 动物 的 另 一 个 兴趣 是 
把 动物 个 体 当 成 生物 反应 涡 , 借 以 从 动物 的 体液 及 组 织 中 分 离 外 源 藉 因 的 表达 产物 。 Skim, 
我 国 科学 家 总 成 功 地 将 HBsAg 及 hGH 基因 导入 家 免 受 精 卵 中 ,并 证 实 这 些 基因 吾 整 合 到 
家 免 染 色 体 菇 因 组 内 ,能 传代 和 天 法 ;从 而 使 以 动物 个 体 作为 生物 反应 器 的 设想 得 到 了 证 
实 。 

4. 转基因 植物 

我 国 科 学 家 周 光 字 等 人 曾 通过 花粉 管 通道 注入 外 源 总 DNA 获得 抗 枯 蓝 病 的 稳 花 ,经 过 
10 代 的 观察 箭 选 已 获得 遗传 稳定 的 品系 , 现 已 推广 种 植 1333 公顷 , 近 几 年 ,在 体外 重组 的 基 
础 上 又 先后 获得 抗 TMV СМУ 0, ЕЖЕН ХЫ АФСМУ 番茄 土 程 植株 ,其 中 有 的 
即将 进入 大 上 同 试 验 。 总 之 ,转基因 植物 近年 的 进展 超过 原来 的 预想 ,为 今后 的 农业 应 用 打下 
了 息 好 基础 。 

5. 单 克隆 抗体 

我 国 先 后 研究 成 功 抗 人 绒毛 腊 促 性 腺 激素 CHCG) 单 抗 及 抗 A、 抗 B 人 红细胞 单 抗 ,并 制 
成 定型 临床 诊断 试剂 盒 . 前 者 用 于 妇女 妊娠 检查 ,后 两 者 则 用 于 人 血型 鉴定 ,都 具有 快速 . 灵 
8. 准确 等 优点 。 在 免疫 毒素 方面 也 有 可 嘉 进展 :如 天 兹 粉 曙 白 (TCS) 与 抗 肝 癌 单 抗 
(Heparma-1) 偶 联 , 所 得 到 的 免疫 毒素 (CTCS-Hepama-1) 在 课 鼠 体内 实验 中 ,对 肝 瘤 细胞 有 强 
烈 而 专 一 的 杀伤 作用 。 

.动物 细胞 工程 

继 乳 牛 虐 胎 二 分 肚 分 割 与 移植 成 功 之 后 ,以 黄 生 为 受 体 的 移植 也 获 成 功 ,从 而 使 受 体 范 
БА. ЖОИЕ А-Г АХА ЕНЕ ИНЕ. 在 经 济 鱼 
РТ ЖЕНЕ ФЕ ЕЕЕ ЖЫЛ ЕШТЕ ЕН T BE fr by ЕЗ5 
ФЕ ЕЕН РЕА CHE 3006), ОАА кті, ЖІ, 130 ФАНЖШ, 
受到 生产 者 的 欢迎 ,另外 ,以 移植 技术 把 鲤鱼 核 移入 鲫鱼 的 去 核 久 中 ,育成 鳃 鲫 核 质 杂 交 鱼 ， 
其 无 论 在 生长 速率 ,还 是 在 鱼肉 品质 都 明显 优 于 举 本 ,已 推广 1800 密 公 顷 水 面 , 获 得 良好 的 
经 济 效益 。 

7 ЕРИ ЖИН ЕЕ 

ЕЖЕЛ Е. ІНЕ АРЫНЫҢ НЕДЕ” 
二 三 十 万 公顷 ,以 每 公顷 增产 3 750 kg 计 , 经 济 效益 已 超过 亿 元 。 又 如 近年 我 国 已 引进 优良 
香蕉 品种 ,采用 工厂 化 育 昔 进行 良种 繁育 ,已 形成 450 万 株 试 管 苗 的 生产 能 力 , 推 广 良 种 后 
每 公顷 增产 9 000 kg ,而 且 已 进入 日 本 和 港澳 市 场 . 此 外 ,木薯 的 快 繁 技术 、. 唐 曹 犹 的 无 病毒 
快 得 技术 等 也 获 成 功 ,“ 七 五 "期 间 我 国 原生 上 质 体 再 生 植 株 的 研究 获 大 面积 丰收 ,已 先后 实现 
了 大 总 玉米. 小 过, 水 稻 , 高 梁 、. 小 米 等 重要 农作物 的 原生 质 再 生 植 株 ,使 我 国 在 这 一 领域 继 
续 处 于 贡 界 领先 地 位 ,为 细胞 工程 和 遗传 工程 育种 刨 造 了 良好 条 件 。 

8. ІЗ: 

在 成 功 构 建 青 玫 素 酰 化 酶 基因 工程 菌 之 后 , 随 之 进入 中 试 , 并 于 1988 年 通过 鉴定 ,这 是 
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| 
我 四 第 一 个 完成 中 试 的 基因 工程 菌 .最近 闭 定 化 细胞 反应 器 的 研究 又 获 良 好 进展 , 较 明 显 地 
提高 了 6-APA 的 产 率 。 在 同一 期 间 胸 外 青 埠 率 酰 化 酶 的 研究 也 颇 见 成 效 , 酶 产量 达 
619 u/100 mL, 并 于 1989 年 通过 中 试 鉴定 。 以 上 各 项 技术 推广 之 后 将 可 以 使 $APA 的 生产 
国产 化 ,节约 太 量 外 汇 。 此 外 ,在 临床 诊断 用 酶 爹 方面 ,部 分 酶 盒 已 进入 市 场 ,更 猴 的 新 型 及 
热 稳 定 的 酶 金正 陆续 从 实验 室 推出 。 

9. 发 酵 工 程 

在 众多 的 成 时 中 ,以 维生素 C СА BE zE p= +z 23 ЗЕ th РА BE Tk ER HI JF 3 
А2. ВАНА D-UI 3 82364 2585 ОЛІ ЕЛМЕН 22: Bz ДЕ P= 2- B dt ur 
Ж. АЯКЫ K 、 减 少 污染 .简化 工艺 等 优点 。 该 成 果 以 550 万 美元 转让 给 瑞士 
Reche 公司 ,是 建国 以 来 最 太 的 一 宗 技 术 转 让 项 目 。 

以 上 简要 介绍 了 我 国 近 20 年 来 生化 领域 的 最 新 进展 和 部 分 成 漆 ,的 确 给 我 们 带 来 很 大 
的 癌 舞 和 刺激 。 我 们 这 一 代 人 正在 享受 和 将 要 享受 基因 工程 的 硕果 带 给 我 们 的 好 处 。 通 过 
以 上 介绍 ,我 们 也 可 以 看 到 ,生物 高 分 子 的 研究 和 发 展 是 多 方面 的 ,几乎 涉及 自然 科学 领域 
的 173。 生 物化 学 根据 对 象 不 同 又 常 细 分 为 植物 生化 .动物 生化 .微生物 生化 :根据 应 用 不 
同 ,又 分 为 工业 生化 .食品 生化 .农业 生化 .医学 生化 等 。 


四 .生物 化 学 与 生产 实践 


1. 生物 化 学 制品 的 应 用 

这 一 方面 最 主要 的 无 疑 是 酶 制剂 的 应 用 。 酶 制剂 既 可 再 于 工农 业 产 品 的 加 工 生 产 和 改 
造 , 也 可 用 来 进行 茶 些 工 艺 的 革新 ,还 能 用 来 处 理 “ 三 庶 ”, 在 医药 实践 上 酶 制剂 的 作用 包括 ， 
帮助 消化 、 消 炎 .治疗 各 种 内 外 科 疾 患 以 及 抗 种 瘤 等 。 固 定 化 酶 的 开发 还 为 制 符 “入 工 脏 器 ” 
以 取代 功能 衰竭 的 器 官 组 织 开 以 了 广 病 的 前 景 ,同时 也 可 能 为 先天 性 遗传 病 忠 者 带 来 福音 ， 

另 一 类 生化 制品 是 药物 ҒЫНЫ АННА ЕЖ НЫ ЕГЕ 
们 的 衡 生物 ,以 及 某 些 蛋 白质 制剂 等 ,此 外 还 有 其 些 抗 代 谢 药物 等 。 它 们 已 广泛 用 于 痢 床 实 
践 , 起 着 十 分 重要 的 作用 。 

第 三 类 是 各 种 食品 添加 剂 ,包括 通过 抽 提 ` 发 酵 或 者 人 工 合成 得 到 的 群 味 角 等 ,也 包括 
各 种 营养 补 剂 ,还 包括 某 些 饲料 添加 剂 等 。 

最 后 一 类 是 生化 制剂 ,如 各 种 酶 届 剂 ,核酸 ,蛋白 质 试剂 等 ， 元 其 是 近年 来 发 展 极为 志 
速 、 层 出 不 穷 的 为 各 种 分 子 生 物 学 .生物 工程 (学 ?研究 所 用 的 各 种 生化 制剂 ,它们 对 近 华 来 
生物 科学 取得 巨大 进展 长 出 了 重要 贡献 ;此 外 ,还 有 和 种 临床 检验 的 试剂 盒 等 。 

2. 生化 分 析 和 生化 技术 的 应 用 

实际 上 生化 分 析 现 在 已 成 为 工农 业 生 产 和 临床 医学 实践 中 常规 的 工作 内 容 ， 对 生产 来 
说 ,生化 分 析 不 仪 是 产品 质量 的 答 验 手 眉 ,也 能 指导 生产 ,改造 工艺 过 程 ,有 助 于 提高 产品 的 
产量 和 质量 。 生 化 分 析 对 于 医学 实践 的 意义 是 ;辅助 临床 诊断 ,跟踪 和 指导 治疗 过 程 , 并 可 能 
为 探讨 疾病 产生 机 制 提供 某 些 线索 。 

生化 分 析 中 一 个 十 分 重要 的 内 容 是 酶 分 析 。 酶 分 析 包 括 两 类 :以 酶 为 分 析 对 象 的 分 析 和 
以 酶 为 分 析 工 具 ( 或 试剂 ) 的 分 析 。 

值得 指出 的 是 ,生化 分析 现在 已 不 限于 对 组 成 成 分 的 定量 测定 ,也 包括 应用 层 析 .电泳 


等 各 种 技术 进行 的 组 成 定性 分 析 。 

至 于 所 谓 的 生化 技术 的 应 用 ,包括 生化 分 离 纯化 技术 的 应 用 、 生 物 合成 技术 (包括 肽 合 
成 和 DNA 合成 技术 ) 的 应 用 。 它 们 是 推动 近代 生物 化 学 ,特别 是 分 子 生 物 学 发 展 的 强 有 力 的 
工具 .这 些 技术 近年 来 进展 十 分 迅速 ,并 且 已 经 达到 极 高 的 水 平 ,各 种 层 析 技 术 和 层 析 介质 、 
各 种 合成 仪 和 合成 方法 及 试剂 层出不穷 .日新月异 。 现 在 的 任务 是 如 和 何 将 这 些 成 就 推 向 生 
Р", 

最 后 值得 提 到 的 是 ,在 生化 应 用 技术 中 还 应 包括 酶 法 (特别 是 固定 化 酶 ?与 化 学 法 相 结 
全 的 工艺 技术 , 它 现 在 已 在 生产 中 逐渐 推广 应 用 ,并 已 显示 出 很 大 的 优越 性 。 

3.“ 生 化 知识 * 的 应 用 

“生化 知识 ”在 生产 实践 中 可 以 发 挥 两 方面 的 作用 :促进 生产 ,提高 产 景 ;指导 药物 设计 ， 
制造 出 杀 灭 病 虫 天 的 专 一 有 效 药物 。 

在 工业 生产 ,特别 是 发 醇 工 业 上 ,如 果 人 人 们 能 掌握 产品 的 代谢 规律 ,尤其 是 它 的 代谢 调 
节 规 律 ,那么 人 们 就 可 能 通过 控制 生产 条 件 , 或 者 通过 遗传 手段 改造 生物 ,突破 其 限制 环节 
的 调控 ,使 所 需 的 产品 产量 大 幅度 提高 。 现 在 氨基 酸 的 生产 在 这 方面 有 许多 出 色 的 情 证 。 

在 医学 和 农业 上 ,首先 ,人 们 可 针对 病 自 害 人 代谢 上 的 特点 ,特别 是 代谢 的 关键 环节 ,设计 
强 有 力 的 抑制 药物 或 抗 代谢 药物 ,以 破坏 病虫害 的 正常 代谢 ,促使 其 死亡 ;其 次 ,人 们 可 根据 
病虫害 与 正常 机 体 在 酶 谱 和 代谢 上 的 差异 ,在 愿 来 的 强力 药物 上 装 上 “导弹 ”, 或 设计 出 新 的 
具有 高 选择 性 的 药物 ,保证 存 杀 天 病虫害 的 同时 不 致 损伤 正常 机 体 ;第 三 ,药物 长 期 使 用 后 
会 产生 抗 药性 ,其 主要 原因 是 由 于 药物 诱导 了 分 解 它 的 酶 的 合成 ,因此 在 了 解 药物 的 代谢 规 
律 后 ,人 们 可 针对 性 地 对 药物 进行 改造 ,克服 抗 药 性 ,使 药 效 增强 、 延 长 。 

“后 化 知识 ”还 可 能 为 农业 做 出 重要 贡献 .例如 对 光合 作用 机 制 的 深刻 认识 ,将 有 助 子 解 
决 提高 辐射 能 的 利用 和 CO; 的 固定 问题 ;生物 固氮 是 近年 来 生物 科学 研究 的 热点 之 一 ;如果 
能 解 汰 主要 作物 的 固 所 ,那么 将 会 使 农作物 的 产量 大 大 提高 .质量 大 大 改善 。 

除 此 之 外 ,生化 知识 ”还 可 能 指导 农 天 产品 的 贮藏 和 加 工 , 保 证 产品 免 受 损 失 , 提 高 产 
品 的 质量 ， 

生物 化 学 的 形成 源 于 生产 实践 ,而 它 近年 来 的 迅速 进步 又 反 过 来 有 力 地 推动 了 生产 实 
践 的 发 展 ,可 以 这 样 说 ,生物 化 学 已 进入 了 人 们 生活 和 和 生产 的 各 个 领域 。 


五 .分 子 生物 学 与 生物 工程 学 


分 子 生物 学 是 一 门 从 分 子 水 平 研 究 生 命 过 程 的 科学 。 具 体 地 说 , 它 是 要 从 生物 大 分 子 ， 
包括 核酸 、 蛋 白质 酶 ,也 包括 生物 膜 的 结构 ,性 质 与 功能 的 关系 去 阐明 生物 学 的 一 些 基本 条 
题 ,诸如 遗传 变异 .细胞 分 化 ,生物 进化 ,肿瘤 ,免疫 等 。 由 于 这 些 问 题 极 为 复杂 ,需要 多 种 学 
科 、 多 种 技术 的 协同 配合 ,因此 分 子 生物 学 是 一 门 边 绿 科学 ,但 是 生物 化 学 是 其 基础 和 核心 。 
由 于 遗传 学 近年 来 的 迅速 发 展 ,已 经 逐渐 清楚 上 述 生 物 学 基本 问题 都 最 终 地 和 人 遗传 相关 , 遗 
传 成 了 分 子 生物 学 要 研究 的 中 心间 题 。 也 有 人 简单 地 将 分 子 生物 学 定义 为 遗传 学 和 生物 化 
学 相 结合 的 科学 。 这 种 狭义 的 分 子 生 物 学 ,或 者 称 为 分 子 遗 传 学 ,主要 研究 遗传 物质 (核酸 ) 
的 复制 .转录 .表达 、 洞 控 以 及 和 其 他 生命 现象 的 关系 。 它 实际 上 是 广义 分 子 生 物 学 的 重要 组 
成 部 分 ,也 是 最 核心 的 部 分 。 
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生物 工程 (学 ) 或 称 生 物 技 术 ( 学 ) 是 在 分 子 生 物 学 基础 上 发 展 起 来 的 新 兴 靶 术 学 科 ( 或 
者 说 新 兴 的 技术 体系 ), 它 的 最 终 目 的 就 是 要 利用 最 新 的 生物 科学 成 就 ,定向 设计 组 建 具 有 
竺 定性 状 的 新 物 利 .新 品系 ,结合 发 醇和 生化 工程 的 原理 ,进行 生物 材料 的 生产 和 加 工 ,以 满 
足 人 们 生活 和 生产 的 需要 。 生 牺 工 程 (学 ) 包 括 5 个 方面 :基因 二 程 . 细 胸 工程 . 酶 工程 .发 本 
工程 和 生化 工程 。 其 中 基因 工程 是 整个 生物 工程 的 核心 。 由 于 生物 工程 (学 ?将 给 人 类 的 生 
产 和 生活 带 来 巨大 而 深远 的 影响 ,人 们 斌 为 它 是 下 一 代 新 兴 产 业 的 基础 技术 之 一 。 但 是 ,不 
言 而 喻 ,生物 工 哥 (学) 的 发 展 依赖 了 于 其 他 学 科 , 特 别 是 分 子 生物 学 、 生 物化 学 的 进步 和 文 持 。 
正 因 为 如 此 ,对 将 要 投向 这 一 领域 的 科 较 工作 者 来 说 ,深入 学 习 和 了 解 生物 化 学 ,分 子 生 物 
学 的 基本 原理 .基础 知识 和 基础 研究 方法 不 无 神 益 。 


第 二 章 “” 多 糖 生物 化 学 


【本 章 要 点 3 

一 字 糖 的 分 类 和 功能 

二 多 糖 的 结构 及 构象 分 析 

三 ” 几 种 常见 的 多 糖 

П 和 多糖 物 质 的 分 离 和 分 析 

五 ”多糖 的 抗 串 瘤 活 性 及 其 药 用 功能 


第 一 节 “多糖 的 分 类 及 功能 


多 糖 是 一 类 十 分 重要 的 生物 高 分 子 , 是 由 许多 单 糖 单位 缩合 、 失 水 而 连接 起 来 的 均 窜 物 
或 共聚 物 。 糖 类 的 生物 化 学 有 别 于 糖化 学 , 它 是 从 生物 化 学 角度 研究 多 糖 。 多 糖 的 生物 化 学 
是 在 糖化 学 基础 上 展开 的 。 糖 化 学 的 基础 在 一 般 有 机 化 学 教材 中 均 已 介绍 ,在 此 不 再 重复 。 
糖 类 是 自然 界 分 布 最 广 .含量 最 多 的 有 机 化 合 物 ,也 是 自然 界 中 分 子 结 构 复 杂 而 且 击 系 庞大 
的 一 类 。 它 们 与 蛋白 质 、 核 酸 、 酶 是 生物 体内 最 重要 的 四 大 家 族 。 
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наан) 
wasmexa nux лоя но яти 


其 他 :核糖 体 
二 、 多 糖 的 通 性 及 功能 
(1) 构 成 植物 和 动物 骨架 的 材料 :如 植物 的 纤维 素 是 细胞 壁 成 分 ,线性 的 均 多 糖 几 丁 质 
则 是 节肢 动物 的 结构 成 分 。 


(2) 能源 和 碳 流 ;多糖 是 各 种 生物 能 量 的 主要 来 源 , 这 一 点 为 人 们 所 熟知 。 如 “动物 演 
粉 ”一 一 糖 原 在 机 体 一 旦 需要 时 , 即 可 通过 生物 体 的 酶 系统 作用 而 分 解 出 单 糖 ,进入 代谢 循 
环 , 产 生 能 量 ,避免 “ 低 血糖 "多糖 在 体内 通过 和 代谢 产生 小 分 子 碳 物质 ,为 合成 大 分 子 提供 碳 
骨架 来 源 。 

(3) 通 过 单 糖 间 的 糖 成 键 连接 成 生物 大 分 子 , 有 旋光 性 ,但 无 变 旋 现象 (这 一 点 与 单 入 不 


|), о ГЕ, Е, ТЕКИС ЗЕРЕН, RBI КЕК, 

“人 生理 切 能 ,多 糖分 子 作 为 接受 信号 的 “天 线 ”, 在 保证 活性 分 子 运 往 靶 部 位 的 过 程 中 
起 着 重要 的 作用 。 另 外 ,还 有 人 提出 糖 类 成 分 能 帮助 糖 蛋 白 延 长 活性 寿命 ,稳定 活性 多 肽 三 
维 空 间 结 构 , 保 护 其 蛋白 质 部 分 免 遭 其 他 酶 类 的 攻击 ,或 两 省 部 有 等 。 

多 糖 作 为 带 有 抗原 的 特殊 免疫 信息 ,是 一 种 免疫 促进 剂 ,对 防治 牌 瘤 .肝炎 和 心血 管 疾 
病 等 都 是 有 希望 的 药物 。 

生物 导弹 ;有 人 把 可 能 用 于 治疗 肿瘤 的 免疫 毒 案 称 为 生物 导弹 。 就 词义 而 言 ,生物 导弹 
似乎 有 更 广泛 的 合 义 , 它 可 理解 为 能 专 一 地 作用 于 特定 对 位 ,并 进而 产生 特定 生物 效应 的 装 
置 ,其 中 “弹头 "是 产生 生物 效应 的 分 子 ,而 起 专 一 结合 作用 的 分 子 则 基 “导航 "装置 (“导航 ” 
装置 主要 是 多 糖 共 分子 所 为 )。 


_ 
_ 
一 一 є 


19 世纪 末 至 20 世纪 初 ,德国 化 学 家 Emil Fischer 就 对 糖 类 进行 了 开拓 性 的 研究 ,就 此 
而 言 , 糖 类 和 脂 类 的 研究 是 同龄 的 。 但 由 于 蛋白 质 与 很 多 的 生物 功能 有 关 , 蛋 白质 和 和 多肽 的 
研究 在 以 后 的 几 十 年 中 基 稳 定 和 持续 的 ,而 糖 类 研究 却 出 现 过 低谷 ,甚至 在 20 世纪 50 年 民 
以 后 为 迅速 电 起 的 核酸 的 研究 扫 在 后 面 。 出 现 这 种 情况 的 原因 主要 是 人 们 认为 糖 娄 的 铺 构 
复 染 ,而 功能 又 显得 非常 单调 。 在 20 计 纪 30 年 代 糖 类 的 研究 也 曾 有 过 辉煌 的 一 页 : 糖 娄 作为 
能 量 的 来 源 以 及 与 此 有 关 的 糖 醇 解 是 当时 颇 受 重视 的 研究 课题 ,同时 也 发 现 了 一 些 多 糖 ( 粘 
驳 糖 ) 在 生物 体内 起 到 重要 的 结构 支持 作用 。 但 有 些 科 学 家 认为 糖 类 的 研究 仅 此 而 已 ;他们 
也 就 转向 其 全 领域。 

但 是 ,在 受到 近 20 年 的 冷遇 后 ,20 世纪 60 年 代 生 物 学 和 生化 研究 中 的 一 些 重大 的 进展 
使 人 们 对 糖 类 有 了 新 的 认识 。 在 近 20 年 由, 糖 类 研究 再 次 引起 了 人 人们 的 兴趣 ,与 此 同时 ,分 
离 分 析 技 术 的 发 展 ,也 为 对 糖 类 的 检测 和 结构 分 析 提 殿 了 有 效 的 手段 ,为 此 糖 类 的 研究 取得 
了 长 是 的 进步 ,致使 糖 类 这 些 * 老 兵 * 在 生物 学 与 生化 飞快 发 展 的 年 代 中 也 谱写 了 新 的 传记 。 
这 主要 表现 在 ， 

1. 精 类 新 的 类 型 和 结构 移 发 现 

在 20 世纪 30 年 代 , 已 知 的 单 糖 仅 20 余 种 ,而 就 目前 所 知 的 单 糖 已 超过 100 种 ,而 且 与 它 
们 相应 的 被 莹 酸 衍生 物 很 多 也 被 发 现 , 还 有 含 糖 的 抗菌 素 的 数目 也 与 日 俱 增 ,新 发 现 的 糖 蛋 
НОЕ ЖИЕ. АРЕ АА ЕЕ, (У 10 余 种 是 不 含 糖 的 简单 蛋白 。 

以 前 人 们 注意 的 糖 蛋白 ,或 是 在 体液 中 ,或 是 在 细胞 的 袁 面 (细胞 壁 和 细胞 质 膜 ) ,最 近 
几 年 却 发 现在 细胞 核 内 、 绍 胞 浆 中 也 都 有 糖 蛋白 。 疗 样 ,蛋白 聚 糖 也 不 仅 存 在 于 绍 胞 间 质 中 ， 
也 发 现 于 细胞 质 膜 , 态 至 细胞 次 和 细胞核 中 。 另 外 ,有 些 成 熟 的 蛋白 质 并 不 含 糖 ,但 它们 的 前 
ЖЕН. 

2. 精 类 在 生物 体内 的 功能 新 发 现 

糖 蛋 白 中 的 粮 链 可 以 改变 蛋白 质 的 溶解 度 , 增 加 蛋 晶 质 的 亲 水 性 和 水 合 度 ， 进而 影响 它 
们 的 形态 ,提高 蛋白 质 对 热 和 被 看 白 酶 水 解 的 稳定 性 。 

有 些 恒 白质 的 功能 和 再 部 分 密切 相关 ,失去 糖 基 , 归 白质 的 活性 改变 或 从 活 。 精 类 还 是 
人 蛋白质. 核酸 以 外 的 又 一 类 重要 信息 分 子 , 很 多 糖 类 具有 抗原 性 ,它们 是 人 人 的 血型 细胞 和 和 许 
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多 微生物 分 类 的 分 子 基础 。 

植物 和 有 些 植 物 病原 体 细胞 壁 的 多 米 长 期 以 来 都 被 认为 仅 起 到 结构 支持 作用 ,但 近年 
也 发 现 有 些 结构 多 糖 的 降解 碎片 ,被 称 为 窒 糖 业 ,是 一 类 新 的 植物 调节 分 子 。 它 们 可 以 作为 
音 且 分 子 诱导 植物 基因 表达 ,产生 与 抗 病 有 关 的 小 分 子 和 蛋白 质 ,也 能 影响 体外 培养 的 植物 

糖 领 域 还 有 很 多 问题 有 待 回 答 : 

首先 是 糖 类 的 生物 合成 还 是 模糊 的 , 仅 知 它们 的 合成 与 引 白 质 , 核 酸 不 同 ,没有 模板 ,是 
在 糖 基 转移 酶 的 作用 下 进行 合成 的 。 但 是 合成 是 如 何 终止 的 ? 为 什么 有 复杂 的 微观 不 均一 
Жа? 哪些 因 沾 影响 了 糖 链 的 合成 ,又 是 怎样 影响 的 这 些 都 未 知 。 

糖 类 研究 和 核酸 研究 的 结合 将 为 分 子 生物 学 谱写 新 篇 章 ， 

糖 类 的 研究 也 有 巨大 的 应 用 前 景 ,如 植物 细胞 壁 和 甲 这 质 的 开发 利用 等 ,特别 是 糖 类 在 
分 子 和 细胞 识别 中 的 重要 性 ,使 得 娘 类 在 研究 生物 “导向 ”中 成 为 最 引 作 注目 的 一 族 大 分 子 ， 


第 二 市 ”多 糖 的 结构 及 构象 分 析 


多 糖 结构 的 “元 件 ”"( 或 单 体 ) 是 单 糖 及 其 简单 的 衍生 物 ,通常 由 10 种 单 糖 或 其 衍生 物 中 
的 一 种 或 几 种 组 成 ， 
ГР" ІР а ЖЕ, ЖҚ WI3WSERE ño , ЗЕ ЖЕКЕН 


І 系列 (3 种 ) а, ЕЕ ,阿拉 伯 糖 
注意 : 娓 与 蕊 是 指 构 型 ,它们 是 以 两 糖 (甘油 醛 ) 为 参照 物 界 定 的 ,与 旋光 性 的 正 负 有 别 。 


由 于 单 糖分 子 中 各 个 碳 原 子 具 有 不 同性 质 的 汰 基 , 糖 环 存在 竖立 键 和 平 快 键 的 不 同 空 
向 配 辕 ,连接 各 个 糖 单位 的 糖 并 键 又 有 a.8 之 不 同 键 型 ,因此 和 任何 一 种 单 娘 均 可 能 组 成 11 种 
不 同 的 二 豪 体 和 176 种 三 怀 体 。 妨 果 某 种 多 糖 合 3 种 单 稿 单位 ,三 聚 体 的 异 构 数 可 达 1 056 种 
之 多 。 @ 100 个 单独 残 基 的 多 糖分 子 是 不 大 的 ,但 其 理论 上 的 异 构 体 数目 则 是 天 文 数 字 ,。 不 
仅 如 此 ,很 多 糖 单位 的 洗 基 部 分 地 被 氨基 ,乙酰 基 , 甲 基 或 硫酸 根 取 代 , 各 个 单 糖 的 糖 环 构 象 
还 可 能 扭曲 或 转变 ,所 以 天然 的 多 糖分 子 具有 高 度 种 质 特异 性 是 可 以 理解 的 。 

一 ,多 糖 结构 的 后 闫 

旗 该 提 到 ,蛋白质 中 的 肽 键 和 多 猪 中 的 糖苷 键 在 结构 和 仁 质 上 很 有 相似 之 处 :(1) 肽 键 
平面 上 C 一 N 键 带 有 双 键 性 质 , 显示 刚 硬 的 平面 结 神 .糖苷 键 连接 的 糖 环 平面 上 环 氧 与 Ci [El 
的 连接 也 具有 双 键 性 质 。(2) 多 糖 大 分 子 的 结构 ,虽然 下 像 蛋 白质 分 子 那样 有 清楚 的 分 类 标 
准 , 但 同样 可 以 分 为 初级 、 二 级 .三 级 .四 级 等 结 柳 层 次 ,其 基本 含 立 与 对 应 抑 蛋 白质 结构 相 
同 ,有 有关 蛋 日 质 大 分 子 链 型 构 遗 的 原理 和 研究 方法 , 间 样 是 表述 密 蔡 分 子 构 化 形态 的 基础 。 

1. 初级 结构 

多 粳 的 初级 结构 指 线性 链 中 糖苷 键 连接 单 糖 残 基 的 顺序 ,不 涉及 任何 次 级 的 相互 作用 。 
基体 地 说 ,多 糖 的 一 级 结构 包括 ;01) 粳 链 中 糖 基 的 排列 顺序 ;(2 糖 基 的 构 型 (一 . 工 ) 及 糖苷 
键 的 键 型 (e、.P)13) 相 邻 各 糖 基 是 通过 哪 位 碳 原 子 上 的 产 基 缩合 而 成 糖苷 键 的 !(4) 有 无 分 
支 结 榴 ,分 支 叉 是 通过 哪 位 碳 原子 连接 的 。 一 级 结构 不 同 , 它 们 的 空间 结 梅 .性 质 和 功能 不 
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同 。 一 级 结构 决定 高 级 结构 。 
最 简单 的 多 糖 且 由 相同 的 单 糖 残 基 以 相同 的 键 型 连接 成 的 线性 链 , 其 初级 结构 可 以 用 
下 列 典 型 的 例子 来 说 明 。 


38 2-1 两 种 最 简单 的 多 糖 


多 ж | и ЕСЕСІ 重复 单位 
ний | ЕРА ЧИЕ ЖАН (0-1,4) 
ниеж | 1.4 дін р-а 型 纤维 二 糖 Cp-1,4) 
2. 二 级 结构 


多 糖 的 二 级 结构 指 的 基 多 糖 骨 染 链 间 以 氨 刍 结合 所 形成 的 省 种 聚合 体 ,显然 ;多糖 的 二 
级 结构 只 涉及 多 糖分 子 主 链 的 构象 而 不 涉及 侧 链 的 空间 排 布 。 

常见 的 二 级 结 榴 有 带 状 的 .螺旋 状 的 和 无 规 卷 曲 的 三 种 ,它们 分 别 和 纤维 素 . 喜 链 淀 粉 
及 细菌 聚 糖 三 者 相对 应 。 更 多 的 多 糖 的 构象 介子 典型 的 带 状 和 螺旋 之 间 。 


代 老 :纤维 囊 、 几 了 丁 质 


代表 ， 少数 多 糖 在 溶液 中 的 过 流 恋 


ЖЕЕ Л.З БЕДЕНИН Е 
代表 : ВИНОЮ СВЕ УТИ РА) 


ДАВ. -- --- 一 
代表 : ито 


图 2-1 多糖 的 二 级 结构 


在 多 糖 链 中 , 娘 环 的 几何 形状 共 本 上 是 刚性 的 ,和 名 个 单 糖 残 基线 糖 背 键 旋转 而 相对 地 定 
位 可 以 天 定 多 糖 的 整体 构象 ,然而 , 单 糖 残 基 间 旋 转角 或 扭曲 角 的 大 小 则 直接 受到 两 种 作用 
的 严格 限制 :其 一 是 相 邻 糖 环 之 间 的 空间 阻 往 , 其 二 是 相 邻 残 基 间 的 非 共 价 相 互 作用 。 特 别 
是 含 竖 位 基因 和 邻近 横 位 含 较 大 取代 基 的 糖 了 成 键 能 最 大 限度 地 降低 糖 残 基 旋 转 的 自由 度 ， 
АТПЕН ИХ. 这 样 的 多 糖 链 很 凤 硬 ,它们 在 湾 液 中 往往 采取 各 种 卷曲 形式 。 可 见 
多 糖 的 二 级 结构 形式 主要 依赖 于 初级 结构 的 排 布 。 
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动 阔 二 各 种 可 能 形状 之 间 的 状态 (或 称 为 " 半 均 键 合 的 构象 ")。 

《2) 有 序 的 多糖 构象 :党 存在 于 晶体 结构 ,这 里 链 问 和 链 内 的 相互 作用 具有 协同 动作 以 保 
азат. 例如 ;8-1,4 葡 寞 糖 链 中 ,每 一 对 相 邻 单元 各 自 的 振动 者 引起 多 糖 形态 的 伏 动 ,这 
种 多 糖 的 整体 构象 就 是 元 规 卷曲 ,但 在 一 定 条 件 下 ,无 规 卷 湖 可 以 向 螺旋 形 转 变 (有 序 构象)。 

3. 三 级 和 四 级 结构 

多 糖 链 初 级 铺 构 的 重复 别 序 由 于 粮 单 位 的 一 OH., 一 COOH., 一 NH;.、 一 SOsH 等 基 团 之 
间 有 利于 非 共 价 相互 作用 .因而 存在 有 序 的 二 级 结 父 ,导致 空间 有 规则 而 粗大 的 构象 ,这 就 
是 多 糖 链 的 三 级 结构 (也 可 以 这 样 说 ,二 级 结构 之 间 的 作用 ,产生 三 级 结构 )。 

具有 二 级 结构 的 多 糖 链 有 眉 ‘包括 糖 蔡 键 和 侧 链 ) 在 一 定 程 度 上 可 以 看 成 是 一 个 小 单位 ， 
它们 的 表面 性 质 ( 电 荷 性 质 , 蔓 水 性 质 , 空 间 位 阻 等 ) 也 常 是 不 均一 或 不 对 称 的 ,因此 它们 还 
能 与 多 糖分 链 的 其 他 链 段 进一步 相互 作用 ,进一步 均 成 较 紧 密 的 结构 形式 (三 级 结构 ) ,也 即 
由 于 蛙 旋 与 螺旋 . 嵌 旋 与 带 状 . 带 状 与 带 状 之 癌 的 作用 而 形成 三 级 结构 。 

但 也 应 当 看 到 ,在 多 糖 初级 和 二 级 结构 中 ,不 规则 的 以 及 较 大 的 分 支 结构 都 会 恩 得 三 级 
结构 形成 ,另外 ,外 部 环境 的 影响 如 溶液 温度 ,离子 强度 改变 ,也 会 影响 三 级 结构 的 形式 ，。 

生物 多 聚 体 的 四 级 绪 构 常 称 为 亚 单位 现象 .多糖 链 在 形成 国有 三 级 结构 之 后 ,分 子 天 面 
仍 有 一 些 可 以 和 其 他 多 糖分 子 链 相互 作用 的 基 团 ,装配 成 一 个 功能 更 为 完善 的 体系 ,这 样 的 
组 合 和 结构 方式 是 多 糖 的 四 级 结构 .四 级 结构 并 不 是 每 一 种 生物 大 分 子 均 有 的 (在 蛋白 质 化 
学 和 多 糖化 学 中 ,四 级 结构 都 是 指 多 聚合 物 链 间 非 共 价 键 结 合 形成 的 聚集 体 )。 多 精 链 的 桶 
集 作用 能 在 同一 个 分 子 之 间 进 行 ( 如 纤维 素 链 间 的 毛 键 相互 作用 ), 也 可 以 在 不 同 的 多 粮 链 
间 进 行 ,由 此 可 见 多 糖 初级 结构 间 非 共 价 作 用 形成 的 连接 区 已 经 包含 聚集 体 在 内 。 

如 上 所 述 , 多 糖 结构 形态 乃 是 天 分 子 中 各 个 相 邻 单 糖 残 基 空 间 相 对 定位 的 综合 ,多 糖 链 
中 得 邻 音 糖 残 基 之 间 糖 苷 结合 的 二 糖 单位 ,实际 上 是 多 糖 的 重复 单位 ( 链 节 ) ,因此 ,要 推测 
多 糖 二 级 以 上 的 高 级 结构 ,可 以 从 研究 多 糖 链 中 二 糖 重 复 单位 的 构象 入 手 。 由 于 组 成 多 糖 的 
各 种 单 糖 各 有 已 知 的 -- 定 构象 形态 , 基 而 多 糖 链 中 二 糖 单位 的 构象 可 以 由 相 邻 单 糖 残 基 和 
桥 氧 之 间 旋 转角 人 和 昌 的 天 小 来 描述 。 


二 ,上 多糖 的 构象 


构象 是 有 机 分 子 因 碳 碳 之 疗 的 单 键 旋转 而 引起 的 分 子 内 各 种 基 团 或 原子 间 的 相对 位 置 的 
改变 ,因此 构 篆 不 同 于 由 手 性 中 心 所 衍生 出 和 的 另 一 种 立体 异 构 的 概念 一 一 构 型 .理论 上 说 一 个 
多 糖 可 以 有 无 数 种 不 同 的 空间 构象 ,如 果 没 有 某 种 因素 的 存在 , 绝 天 多 数 的 构象 都 是 处 于 不 断 
运动 的 状态 ,也 即 多 数 构象 是 不 稳定 的 ,当然 ,也 有 一 些 因 索 对 一 些 构象 起 到 稳定 的 作用 。 

多 糖 构象 是 在 一 定 条 件 下 多 糖分 子 结构 的 形态 。 此 形态 主要 有 是 由 组 成 多 精 链 的 单 糖 构象 和 
连接 的 糖苷 键 型 以 及 各 个 糖 单位 的 空间 排列 决定 的 ,同时 , 支 链 和 邻近 多 糖分 子 相互 之 间 的 挤 压 
常常 使 多 糖 形态 发 生 强 制 性 的 广 则 。 此 外 ,多 糖 在 溶液 中 的 构 银 出 于 糖 环 本 身世 会 扭转 和 新 则 ， 
在 任何 瞬间 的 多 糖 链 形态 不 可 能 一 样 ,只 能 以 保持 构象 平衡 时 的 “平均 "构象 形态 为 代表 。 

12 


= АЯ ЛЫН 3 ph 


1. 泻 粉 的 组 成 单位 
麦芽 糖 。 淀 粉 根据 其 分 支 情 况 分 为 直 链 淀粉 和 支 链 淀粉 ,二 者 比较 见 表 2-2。 


сн,он CH,OH 
о о 
H OH 
о 
OH " 


OH 


图 2-2 直 链 淀粉 的 化 学 结构 


522 两 种 淀粉 的 竹 质 比较 


直 链 淀粉 | жанат” 
елек 7 
中 的 含量 (2 | 207-30 4. 
# 长 250--4004-0-МӨЕЖЕ _ 1.5006 0000-99880 2 
яғы 5 万 一 10 万 10 万 一 100 万 
70—80 `C Ж п] ЖЖ 
Е, 形成 复合 物 而 沉淀 不 起 作用 (分 层 ) 
45 36 КГ-НА ДЕС sk ЖР G 与 K1-1; 不 起 作用 
Ери еа, бу а 可 借助 于 甲 基 化 测定 支 链 淀粉 的 平均 链 
红色 .棕色 或 黄色 等 不 同 颜色 ,吸收 KI | 长 。 分 析 支 链 淀 粉 甲 基 化 以 后 水 解 产 物 : 
кіл, 的 | 1 329 19% 200828 Bt DD. 左 端 残 基 ( 非 还 原 性 葡萄 禧 残 基 端 )-+2， 
ару 淀粉 一 红色 糊 精 一 无 色 糊 精 一 声 。 | 3,4,6- 四 甲 基 碍 殴 楼 
及 其 他 性 质 оша) (红色 ) В) (无 色 ) 链 中 残 车 一 2,3,6- 三 甲 基 葡 萄 粮 


分 支点 残 基 ->2,3- 二 甲 基 葡 葡 糖 
由 残雪 总 数 与 左 端 残 基 数 之 比 可 计算 去 
БЕЕК 


能 与 磷酸 、 脂 肪 酸 形成 复合 物 


* 由 于 测定 末端 的 定量 分 析 较 为 困难 ,而 且 水 解 中 长 链 也 可 能 水 解 而 断裂 ,因此 甲 基 北 水 解 的 方法 不 
其 可 靠 , 现 已 改 用 PB- 淀 粉 酶 、 陪 支 醇 , 藻 敬 糖 气 化 酶 等 酶 测定 法 来 测定 支 链 淀 粉 的 分 去 结构 。 支 链 注 粉 的 分 
子 量 则 以 粘 庶 测 定 靶 和 起 离心 法 较为 简便 ,可靠 。 
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J: ee ВУ Е K Е ЗЕ ЕНУ. ТЕСЛА PB S ,化 学 的 新 方法 和 新 技 
术 , 如 电镜 .X 射线 .电子 计算 机 , 才 使 得 人 们 不 断 加 深 对 核酸 .有 蛋白质. 酶 .激素 及 其 他 细胞 
成 分 的 认识 。 正 是 人 们 对 分 离 提纯 方法 (如 电泳 、. 凝 胶 层 桥 过 让 等 ) 的 突破 和 发 展 , 才 使 人 们 
可 以 得 到 单一 的 组 分 ,从 而 有 可 能 进步 研究 其 结构 和 功能 的 关系 .分 离 方法 的 突破 促进 了 
生化 研究 的 发 展 ,而 新 的 研究 成 果 又 进一步 促使 更 新 更 好 的 分 离 方法 问世 ， 

2. 淀粉 改 性 举例 


CHCH, 


CHCH, 二 乙 直 气 基 乙 共 淀粉 


图 2-3 淀粉 的 部 分 接 支 反应 


一 ”一 re wr mp ee ass! l 


=. K 3 938 N: #o 39 BB 395 3 Bš 


1. ВОЛЕ 

Е ЕЕ ЖЕЛ T pe nu + ЖОН ЖЕЛІН na 44 2J Sephadex , НЕЮ ЕУ 381 8 
丙烷 结合 形成 甘油 栈 键 ,把 许多 右 旋 糖苷 链 互 相交 联 而 形成 的 网 状 大 分 子 。Sephadex ЕН 
前 每 个 生化 实验 室 都 必 备 的 试剂 之 -~, 主 要 用 于 生物 大 分 子 的 分 离 。 

我 们 知道 在 生化 研究 和 分 子 生物 学 研究 中 ,常常 需要 精细 地 从 复杂 的 生物 组 织 中 分 离 
纯化 其 种 物质 ,并 尽 可 能 维持 物质 原来 的 性 状 ( 保 持 天 然 居 态 ) ,尤其 是 一 些 生物 活性 物质 ， 
如 酶 ,还 得 考虑 其 失 活 药 可 能 性 .高 分 子 物 质 的 霸 征 ,首先 是 取得 样品 ,但 如 何 取得 桩 品 却 很 
不 相同 。 生 物 天 分 平 的 研究 首先 是 提取, 因 北 有 一 整套 完整 的 提取 方法 .试剂 .仪器 等 ,而 合 
成 万 分 子 则 是 人 人 工 合成 ,因而 也 有 完整 系统 的 合成 理论 及 方法 ,工艺 条 件 及 设备 。 生 化 工作 
者 一 直 期 竺 若 思 先进 的 分 离 分 析 方 法 ,相继 发 展 的 亢 子 交换 层 析 ( 按 物质 的 酸碱度 、 极 性 和 
分 子 大 小 的 差异 而 加 以 分 离 )、 电 泳 分 离 ( 根 据 物质 所 带电 茶 在 电场 中 移动 性 质 的 不 同 而 得 
以 分 离 ) 和 制备 起 离心 ( 按 物质 的 扩散 系统 ,质量 和 浮力 因子 的 不 同 而 加 以 分 离 ) 等 在 推动 生 
化 积分 子 生 物 学 发 展 上 都 曾 起 了 一 定 作 用 。 然 而 ,这 些 方法 或 因 设备 郧 贵 .操作 复杂 ,或 因 分 
离 容 量 小 ,或 因 不 够 精确 等 者 有- 定 的 缺陷 。20 世纪 60 年 代 初 ,瑞典 的 Flodin 首先 试制 成 交 
联 简 聚 糖 (商品 名 Sephadex), 并 用 于 生物 化 学 研究 中 一 些 物 质 的 分 离 ; 取 得 了 茯 为 满意 的 
结果 。 这 种 分 离 方 法 主要 要 沁 物 质 的 分 子 重 不同 ,通过 固定 相 ( 浠 腕 ) 具 有 分 子 馈 的 性 质 , 采 
用 一 般 柱 层 析 方法 就 能 使 物质 达到 分 离 纯 化 的 目的 。 它 具有 上 比 制备 起 离心 简便 易 行 而 比 先 
桥 法 更 让 确 可 靠 的 特点 .由 于 这 种 方法 设备 简单 . 免 行 .操作 方便 ,因此 各 国 科 学 工作 者 均 普 
遍 采 用 了 这 一 技术 ,在 给 短 数 年 时 间 内 就 发 展 成 为 生化 研究 中 一 种 惯用 的 分 离 分 析 方 法 . 随 
闭 交 联 葡 聚 糖 凝 胶 的 使 用 ,又 相继 发 展 了 聚 丙烯 栈 脏 皮 了 胶 ( 商 品名 为 Ho-Gel) 和 琼脂 糖 凝 胶 
【商品 名 六 Sepharese) 等 等 。 则 前 凝 胶 旦 析 这 一 技术 不 但 广泛 地 应 用 于 科学 实验 研究 ,而 县 
已 较 大 规模 地 用 于 工业 生产 ， 

合成 Sephadex 所 用 多 糖 的 原料 是 由 右 旋 葡萄 糖 残 基 组 成 的 多 糖 ,其 分 子 间 以 -1,6- 精 
苷 键 相 连 ( 贞 全 %) ,与 淀粉 中 的 e1,4- 糖 稍 键 .纤维 束 中 的 请 1 上 糖苷 键 有 刚 ，Sephadex ZË 
构 中 链 之 间 是 COH 通过 环 氧气 丙烷 与 另 一 链 上 的 COIH 连接 的 ,分 支点 为 1,3- 糖 背 刍 
«Б 5 只 ) 。 这 种 葡 聚 糖 通常 用 微生物 大 氧 培 养 法 生产 , 菌 神 为 肠 膜 状 明 串 珠 菌 NRRLB-512 
(Leuconostoc mesenteroidesy， 以 划 糖 为 说 养 基 ,在 23 辫 静 止 培养 22 一 24 h 即 能 发 醇 生成 高 
分 子 量 ( 分 子 量 分 布 为 16X10: 一 300X10s) 的 多 聚 糖 的 粘 稠 物质 。 由 于 发 配 生 成 的 葡 聚 糖分 
тын ,需要 降解 成 -- 定 分 子 量 的 物质 才能 使 用 。 一 般 采 用 部 分 酸 水 解 的 方法 解 聚 ,大 至 
的 方法 是 :100~-120 立时 用 稀 盐 酸 水 解 60 min, 即 可 水 解 成 不 同 分子 量 的 产物 。 ЖЫН 
中 所 用 的 葡 聚 糙 的 平均 分 子 量 一 般 为 4X104 一 20X10。 制备 交 联 度 高 的 凝 胶 用 平均 分 子 量 
较 小 的 萄 陈粮 (Sephadex 各 -25 ,一 般 用 4 万 至 5 万 ) ,制备 安 联 诬 低 的 许 胶 用 平均 分 子 量 较 大 
БЕДЕ Зерһабех G-200, 一 般 用 20 万 左右 )。 


OH 
| 
Sebhadex 是 由 - - 定 平均 分 子 量 的 葡 聚 糙 和 甘油 基 以 栈桥 ( — O —CH,CH-—CH;,—0O— ) 


形式 相互 交 联 形成 三 维 空间 的 网 状 结构 ,而 成 为 不 溶 于 水 的 物质 ,其 交 联 度 的 大 小 可 通过 控 
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H, 
СНОН 
Ü H сн, 
H 日 一 一 CH， 0 
Dp H Он 
H 
HO о----СН, 
Н Он 
Н 
Сн, 
он HOH 
H, 
O CH о 
OH нм 
HO ОН H о 
H OH H 


24 交 联 三 聚 糖 的 化 学 结构 


о 
H 
OH H 
OH 


ПӘН СИК АРУЗ О ГК ВУНЕ Н Л Бал РЕКУ, 上 自前 市 售 的 Sephadex 都 
是 珠 状 型 的 , ЕО РЕНЕ F Е — де PE ЕНЕ СЭНГЭ РАЕС Я, Fa 
型 号 的 交 联 葡 聚 糖 在 制备 方法 上 基本 相同 。 只 要 控制 搅拌 速度 和 分 散剂 的 粘度 就 能 得 到 一 
定 颗 粒度 的 交 联 葡 集 糖 。 商 品 凝 胶 的 各 种 型 号 即 代表 “网 眼 ? 的 不 同 大 小 ,也 就 是 被 分 离 物质 
允许 自由 出 入 “网 格 " 的 分 学 量 的 范围 。 
表 2-3 ХЕЛЕН ЖЫРА 


s кра» 
Екен | 颗粒 直径 工作 范围 (M' W.) 得 水 什 ЖЕЕ 时 间 (h) 
G-10 40-120 <700 <700 1.0-+0.1 2—3 3 1 
G-15 40—120 <1 500 <1500 | 15302 2,5--3.5 | 3 1 
_G-25 (EUR | 100—-300 
— АЛМ 502-150. 1 000--5 000 100--5 000 2.5.0.2 4--6 5 2 
ҮГ ~ 
С- 250) 10-40 | 
6-50: ЖМ) | 100—300 
оосу 59-1 1 500--3 000 500~10 000 5. 0+0.3 9—11 6 2 
7 окос я) | 10—40 | 
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m | | | WIPO t 2 
рн |жыкб 工作 范围 (M. W.) ӘЖЕ 20 кан HUU 
Se sharma | " 1 (ml, ѓе 4 L Ze T ， 、 
(Sobado | Өш) | ажа асана а О kanaka е а аки 
0-75 40-120 | 
3 000-270 000 | 1 000~50 000 7.5 士 0.5 12—15 34 3 
G-75( BL Hl) 10-40. 
G-100 405-120 | | | 
- -一 4 000—150 000 | 1 000--100 000 | 10.0+10 | 15~20 48 5 
局 -100{ 超 庙 ) | 10 一 4 | 
G-150 40—120 | ， 
- 5 000400 000 | 1000~-150000 | 15.0 士 1.5 : 
С-1500 88) 
G-200 
5 000--800 000 ; 1 000-200 000 29,0--:2.0 30-40 72 5 
G-206 (RH) I 


注 ,颗粒 直径 指 于 胶 粒 ЕН бар A (1-+-W. ФУ ИР, АЗЛАР ДО ЕЛЕ, РУТ 
ЕЕ ЖЕГІ 1.64 g/ruL, 


从 上 表 可 见 : 

(1) 得 水 值 大 的 凝 腔 (G-75 到 GG-200) 可 分离 1 万 以 上 分 子 量 的 蛋白 质 。 

(2) 得 水 值 低 的 凝 胺 CG-10 到 G-50) 只 用 于 肽 的 分 离 或 组 别 分 离 ( 脱 盐 法 ) ,一般 脱盐 用 
G-25 比较 适当 。 

АЛ. 

СОЯ СГ БНА] “ХОШЫ МЫН”, 

2) 工作 范围 (或 叫 排 阳 限度 ) :大 于 工作 范围 的 分 子 不 能 进入 联 内 ,直流 而 下 , 

СӘКЕН СЕНЫ НАТЕНБЕНМЕЖФТАЛОШЕНИНЯН ЖАЗЫ 
(mL/g TZ), 

(4) 得 水 值 ( 吸 水 其 ):1 ЕЕЕ УИА BE ТОК ЕН СА БО ЖЖ Ja] Da 
РЕ Стр Е). 

(5) 不 同型 号 的 交 联 葡 案 粮 用 英文 字母 G 表示 ,如 G-25.G-2090, 在 G 后 面 的 阿拉 人 怕 数 字 
为 凝 腔 的 得 水 值 表 乘 以 10。 

2. 琼脂 糖 凝 胶 
自从 Sephadex 层 析 作 鸭 生化 的 一 种 分 离 方 法 以 来 ,有 人 再 次 做 了 琼脂 作为 雇 析 疾 胶 载 
体 的 研究 。 根据 琼脂 的 性 质 , 它 的 工作 范围 远大 于 Sephadex, 它 的 工作 范围 下 限 几 乎 相当 于 
Sephadex 工作 范围 的 上 限 ,因此 ,琼脂 糖 凝 胶 的 应 用 扩 太 了 层 析 凝 腔 使 用 的 范围 ,从 而 有 可 
能 分 离 一 些 分 子 量 极 高 的 牺 质 (如 病毒 ) 。 

Dx 脂 糖 凝 隘 完 全 是 无 然 的 , 它 来 源 于 一 种 海藻 ,主要 是 由 D- 乳 糖 和 3,6- 元 水 - 工 -乳糖 为 
残 基 组 成 的 续 性 多 聚 糖 。Sephadex 属 半 合成 的 ,还 有 一 种 育 再 烯 酰 且 〈 商 品名 :生物 凝 胶 一 
Р.Біс-беі P) 则 完全 是 人 工 合 成 的 。 

(琼脂 在 热 水 中 易 浪 解 ,低温 时 则 凝固 成 胶体 , 即 司 低 至 0.5% 的 浓度 也 能 形成 胶体 ， 
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3，6- 脱 水 - 工 - 半 乳糖 


D-9L88 


图 2-5 ҒИЛНМАЕНЕ ЗЕ; 


3，56- 脱 水 - 工 - 半 乳糖 


(2) 由 于 琼脂 固化 时 性 质 上 不 发 生 任 何 改 变 , 因 此 常 利用 琼脂 的 这 一 特性 作为 固化 渡 体 


的 介质 ,如 微生物 培养 中 常用 的 斜面 培养 基 ; 


〈3) 珠 脂 装 胶 有 比较 太 的 "孔隙 ”允许 较 大 分 子 渗入 ,因此 在 其 他 分 离 技 术 中 亦 用 于 作 
为 载体 ,例如 “ 凝 腕 电泳 ”。 
从 海藻 提取 的 琼脂 常 为 琼脂 糖 《 食 品 工 业 中 常用 来 制造 果冻 、 果 和 欧 等 ) 和 琼脂 胶 (agaro- 
pectin) 混 全 物 。 琼 腊 胺 主要 是 一 种 磷 化 的 区 性 粘 多 糖 ,因此 琼脂 糖 的 制备 主要 是 从 各 种 温 
合 牧 中 除去 琼脂 胺 ,常用 的 方法 ;用 季 肢 化合 物 ( 碱 性 ) ,如 十 六 烷 基 吡啶 盐 , 将 琼脂 胺 沉淀 除 
去 ,过 量 的 沉淀 剂 (十 六 烷 基 吡啶 盐 ) 则 用 白土 吸附 ,这 样 就 可 得 到 屋 析 所 需 的 琼脂 糖 。 还 可 


用 环 氧 氢 丙烷 先 交 联 , 使 之 成 为 沸水 中 不 溶 胖 。 


了 琼脂 将 凝 胶 的 商品 名 因 生 产 厂 家 不 同 而 异 , 自 前 有 ， 
Sepharose (瑞典) 最 常见, 还 有 Bio-GelA (美国 )、Sagavac{t 英 国 )、Gelatose( 丹 者 ) 等 , 除 
了 Sagavac 以 外 ,都 已 人 制 成 了 珠 状 凝 胶 。 
3⁄2. 4 有 关 琼 脂 糖 凝 胶 的 性 质 


ЖЕЛЕРІ 


Зарауас 


Зерһагозе 


Bio-Gel 


15m 
БОт 
750т 


颗粒 直径 Cpim) 


56--142(Ғ) 
142-2506) 


40-120 
40-190 


工作 范围 (分 子 量 》 (dolton) 


ЖЗНЕ 


5х105--15Хх10” 


2Х10%--15Х19% 


5>x 10t— 2 105 


2.5xX101—7>x 10° 
1>x10t—2, 5 10° 


1хХ104--4 105 
1х10--2Хх10” 


60--250 


50--100 
100--290 
200--400 


іхіш--2х 10" 
2109-0, 5X 10 
<101t—1.5>X 10 


1Х104--5Х10% 


4xX101—15X 106 


1210-5010 
1Х105--150х104 


Ж, (DSepharose 有 3 个 型 号 (2B、4B #168), ИНФСЕН БЕРЕН АГ, 
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@)Bio-Gel А 9 6 252921, EB 14 25 40 64. 8% 8 10%, B FA ak BL, 

(Шбадауас 多 作成 SEG АОЕ,-е-е1СЕ НІ2Сее-- 10C. ВАВ ЕТ ЕЕ ЗЕБ РАВ B АЕ. 
而 F 代表 细 粉 来 状 (直径 为 全 一 142 рт), С 为 颗粒 状 ( 直 径 为 142 一 250 um), 一 般 用 聚 乙 炳 乙 二 醇 
分 部 法 制备 。 


ЕЛЯ. 

СТЕ ВЕ И ДЕАК, SE ss Jt АТАН, ШІ А А А. ОГАН ЧЛЕ РЗК K НО 
械 强度 则 随 流 度 的 降低 而 减少 。 

Со) ЭКИН ЕЕ К 3 FJ CNBr 活化 并 引入 不 同 基 团 , 亲 和 层 析 最 适用 的 是 4B. 

(3 BE IRE we e ЕТЕ Si En zy -F EL B ИЯ, RAF T 22 EK RU КЕ АА ЖЕМЕ 
优点 。 它 的 最 大 弱点 是 带 有 大 量 电荷 ,主要 仍然 是 磺 酸 基 和 一 定量 的 送 基 ,因此 层 析 分 离 时 
常常 需要 使 用 较 高 离子 强度 的 洗 脱 液 直 能 降低 或 消除 离子 交换 效应 ,这 样 就 使 得 洗 赔 液 中 
不 可 避免 地 包含 一 定量 的 盐 , 经 层 析 后 还 得 经 过 透析 或 Sephadex 柱 层 析 才 能 除去 这 些 盐 。 
这 在 一 定 程度 上 影响 了 它 的 发 展 。 

(4) 琼 脂 是 一 种 大 分 子 结构 的 多 育 业 ,维系 空间 结构 的 是 得 键 而 不 是 共 价 键 , 氮 键 渐 型 
剂 (尿素 ) 能 破坏 琼脂 的 结构 ,但 琼脂 的 氮 刍 又 与 一 般 高 分 子 的 香 键 结构 不 同 ,中 等 浓度 的 尿 
素 不 能 改变 琼 甩 的 机 械 性 质 , 从 琼脂 的 空间 结构 和 能 使 高 分 子 滩 入 的 较 大 “ 孔 际 ”推测 , 它 可 
能 是 一 种 微 晶 。 了 琼脂 凝 胶 ( 完 全 是 天 然 状 态 ) 的 另 一 租 点 是 对 热 不 稳定 《50 立即 熔化 ) 和 受 
PH 的 影响 (只 在 PH 4.5--9.0 之 间 稳 定 ), 不 过 在 分 离 生物 高 分 子 物 质 时 ,一般 者 在 它 的 人 
许 范围 之 内 ,所 以 操作 上 不 会 造成 光大 困难 。 

5) 琼脂 糖 一 经 于 燥 , 可 能 改变 其 层 析 性 质 , 因 此 一 般 均 湿 态 保存 .只 要 适当 防止 微生物 
污染 , 琼 蕴 糖 可 贮存 较 长 时 间 而 不 改变 其 层 析 性 质 。 近 年 来 的 研究 表明 ЛЫН Т ЖЕ 
维系 其 结构 外 ,还 有 蔬 水 作用 ,因此 只 要 逐步 脱水 , 仍 可 维持 其 原来 的 性 质 。 用 再 本 逐 步 脱 
水 ,或 将 琼脂 糖 用 少量 环 氧 毛 丙烷 交 联 后 再 脱水 , 均 能 得 到 重新 深 胀 的 孩 脂 糖 ， 这 种 重新 这 
胀 的 琼脂 糖 ,不 但 颗粒 形状 未 改变 ,分 配 系数 天 АЫ КЗ ВЫ СК ЕЕ А ТАУ — ЕЕ 
常数 , 即 洲 质 在 流动 相 和 固定 相 之 间 的 分 配 比 例 )。 

(6) 由 于 琼脂 糖 胶 属 大 网 孔 型 ,所 以 虽 有 一 定 的 机 构 强 度 ,但 颗粒 比较 软 , 在 层 析 时 会 出 现 
压 紧 和 阻塞 层 析 柱 造 成 流动 困难 的 现象 。 琼 脂 糖 合 且 在 4% 以 上 的 北 胶 ,阻塞 现 象 较为 轻微 。 

在 选用 层 析 胶 时 “工作 范围 "的 数据 十 分 重要 ,选用 得 当 才 有 理想 的 结果 ， 


=. L 1 JN / £, S š 


1. WZ, 

НЕЛЕЕ Ж C ml LT DU chitiny СУ ЦНС, Л.Т Ж ,chitosan)B5 5, 
称 ,主要 是 从 是 . 香 废 弃 物 的 外 亮 中 提取 的 自然 界 中 惟一 的 生物 含 乌 多 糖分 子 , 在 自然 春生 
物 合成 量 约 为 每 年 百 亿 吨 , 是 地 球 上 仅 次 于 纤维 谅 约 第 二 大 可 簿 生 有 机 资源 , 它 广泛 应 用 于 
医药 . 食 品 , 轻 工 . 化 妆 品 .纺织 印染 ,生化 材料 、 膜 材料 ,农业 及 环保 等 领域 ,国际 社会 非常 重 
视 对 此 类 再 生 资 源 的 研究 开发 , 自 1977 年 以 来 ,分 别 在 美国 ,日 本 ,意大利 ,挪威 .英国 , 波 
兰 , 法 国 召 开 了 7 次 甲壳 质 专 题 的 国际 学 术 会 说,2000 年 9 月 在 日 本 山口 县 又 召 开 了 第 八 届 
甲壳 袁 / 壳 聚 糖 的 国际 学 术 会 议和 第 四 届 亚 太 地 区 甲壳 素 会 议 。 


тра ar 一 -一 一 一 一 一 一 -一 -一 一 一 - 


另外 ,日 本 在 1989 年 6 月 就 成 立 了 几 丁 质 . 几 本 聚 糖 研究 会 WAWHMUD Е 1992 ZF Ñ SF f JL 
丁 质 研究 会 ,他 们 每 年 均 召 开 一 次 年 会 

我 国 海 域 辽 阁 ,江河 湖泊 纵横 交错 ,捕捞 .养殖 .如 工业 非常 兴旺 , 甲 者 质 资 源 非 常 丰富 ， 
国 此 ,在 我 国 广泛 深入 开展 甲壳 质 化 学 及 应 用 研究 意义 重大 , 既 开 发 资源 ,又 治理 环境 , 变 庶 
为 宝 。 近 几 年 ,国内 在 太 连 , 尼 京 .武汉 及 浙江 玉环 县 等 地 世相 继 召 开 过 甲 充 素 专题 研讨 会 。 
我 们 还 非常 高 兴 地 看 到 , 继 1958 年 包 活 迪 先 生 的 (甲壳 质 的 利用 ) 一 书 问世 以 后 ,将 泛 大 教 
授 编著 的 甲 索 素 》 一 书 了 又 于 1996 年 与 读者 见面 了 ,中 国 甲 壳 质 研究 会 (作为 中 国 化 学 会 应 
用 化 学 委员 会 的 下 属 学 会 ) 也 于 1999 年 11 月 在 武汉 大 学 成 立 , 以 后 将 定期 召开 学 术 会 以。 在 
产业 方面 ,我 国 甲壳 质 的 年 产量 基 世 界 第 一 位 。 经 历 了 几 十 年 的 历程 ,我 国 已 经 产生 了 一 大 
批 ( 上 百 家 ) 甲 壳 质 生产 企业 ,其 中 一 些 已 经 初 具 规模 和 实力 。 有 的 企业 年 产量 高 达 数 百 吨 ， 
生产 的 品种 也 从 单一 向 多 品种 转化 。 产 品 部 分 内 销 , 大 多 出 口 创 汇 ,经 济 效益 显著 。 现 从 事 
甲壳 质 研 究 的 专家 和 学 者 至 少 有 百人 以 上 ,建立 了 一 支 有 一 定 水 平和 实力 的 科研 队伍 ,并 在 
甲 者 质 应 用 的 十 多 个 领域 取得 了 显著 成 果 , 特 别 基 已 有 十 儿 个 企业 取得 甲壳 质 生 产 食 品类 
保健 品 的 准 号 ,还 有 3 个 企业 获得 农药 批号 ,显示 了 极 大 的 发 展 潜 力 , 可 以 说 我 国 的 甲壳 质 
事业 正方 兴 未 艾 。 

2. 甲壳 质 的 化 学 

甲壳 质 是 甲壳 素 和 壳 聚 糖 的 统称 。 甲 党 素 (chitin,CA 登录 号 ,1398-61-4) 是 一 种 乙酰 氮 
甚 多糖, 它 的 结构 与 纤维 素 十 分 相似 ,可 以 看 成 是 纤维 素 的 单 糖 残 基 中 2 位 上 的 羟基 
(一 OH) 被 乙酰 氨基 (一 NHCOCH) 所 取代 的 结果 , 即 2-20 6 -р-1,4-Я Ж. СЖ 
(chitosan,CA 登录 号 为 9012-76-4, 国 外 商品 种 为 人 lorae М) УЖ H Z,h Et) 0, ВП 2- 
氨基 -六 1,4- 葡 聚 糖 。 


CHOH 


H OH 


纤维 素 


eellulose 


2-6 甲 亮 质 的 化 学 结构 


甲壳 素 化 学 也 有 其 内 在 的 规律 和 完整 的 框架 体系 ,如 图 2-7 所 示 : 

图 中 了 种 物质 不 但 相互 关联 ,而 且 可 以 相互 转化 ,从 而 构成 了 甲壳 素 化 学 的 基本 杠 架 ， 
在 此 我 们 把 这 些 物 质 称 之 为 关键 物质 。 另 外 ,6 个 角 的 6 种 物质 经 过 一 定 的 化 学 修饰 又 可 以 
生成 各 种 各 样 的 衍生 物 ,以 满足 人 们 的 各 种 需要 .甲壳 素 化 学 就 是 研究 这 些 关键 物质 及 其 衍 
生物 的 制备 .结构 .理化 性 质 .反应 规律 及 应 用 的 科学 。 

甲 沉 素 在 生物 学 上 称 为 几 丁 质 ,是 真 芋 细胞 蕊 的 常见 组 成 成 分 ,与 真菌 细胞 形态 的 发 生 
和 维持 以 及 分 隔 的 形成 有 关 , 对 实 菌 的 生长 和 功能 具有 特殊 的 意义 。 硅 敬 中 中 之 吉 的 含 基 也 
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2- 乙 酰基 葡萄 糖 -- 2- 氨基 葡 萄 精 


图 2-7 Фя 


很 高 ， 而 甲 党 质 更 大 量 存在 于 昆虫 (如 蛆 皮 、 蜂 沈 ) 和 甲 党 类 动物 的 甲 亮 中 , 它 与 腊 蛋 和 白 交 织 
БЕНЕН АНЫ ЕГІЗ ЕДІ НІЛ ИР ЖОН. С ӘЗ ШЕ ЗА ВЕ НТ АН 
ЗНАЎ, АЛАНОВ RR А, 2-С ЕСЕ): 

002-5 生产 甲壳 质 的 斤 种 原料 的 成 分 


ж 将 虾 == тж жемін 
成 分 _ 
元 机 不 45 50 0,5 
ІНЕН 30 28 59 
А Ж 少 Е 少 其 кя 
Н 22 18 40 


目前 最 经 济 也 最 广泛 采用 的 方法 还 是 从 虾 , 蟹 的 外 有 甲 过 中 提取 甲壳 质 , 近 几 年 来 用 蝇 蛆 
制备 甲壳 质 的 报道 多 了 起 来 。 有 消息 报道 蜡 蛆 制备 的 壳 聚 糖 其 价格 高 达 27 美元 /g ,大 约 是 
普通 是 . 针 壳 制备 的 壳 聚 糖 的 1 000 谷 。 价 格 如 此 悬 弥 , 则 前 者 必然 有 其 特殊 用 途 和 特殊 性 
能 ,技术 含量 也 一 定 很 高 ,因此 ,有 关 国 家 对 其 技术 文件 的 处 理 仍 处 于 秘 而 不 宣 的 阶段 ,前 几 
年 我 们 也 做 过 蛆 皮 提取 甲壳 胶 的 工作 。 另 台 汶 新 达 生 物 科技 股份 有 限 公 司 则 致力 于 另 一 类 
转 壳 素 一 一 8 型 甲 党 素 的 研究 开发 .8 型 甲壳 素 不 同 于 从 是 、 秘 壳 中 提取 到 的 < 型 甲 帝 素 , 它 
主要 存在 于 海 坚 晴 中 。 据 报道 用 它 制 次 隐形 眼镜 有 许多 独特 的 优点 。 

组 成 上 的 其 别 导致 甲壳 素 生 产 工艺 的 明显 不 同 。 以 是 .等 党 为 例 ,甲壳 质 的 生产 工艺 流 


程 示意 图 如 下 ， 
Свя 
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图 2-8 
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ПАТО SR. DR. K У ТЕН ЖА ИНФ Ba JL T B£, m I Z Bts pa W 
甲壳 质 可 溶 于 稀 酸 (如 醋酸 ) 溶 液 ,又 称 为 充 率 糖 , 儿 丁 率 糖 、 甲 党 胺 或 可 溶性 甲 完 奈 ( 素 ) 等 。 
我 们 通常 说 的 甲壳 质 在 大 多 数 情 况 下 就 是 指 壳 聚 糖 ,在 应 用 中 也 大 都 是 者 聚 糖 。 目 前 ,国内 
外 甲 充 素 和 这 聚 糖 产 品 的 主要 质 基 指 标 见 表 2-6, 

%26 甲壳 率 / 高 桶 糖 产品 的 主要 质量 指标 


根据 结构 上 的 相似 性 可 以 找到 甲壳 质 类 同 于 纤维 素 的 用 途 , 还 可 以 从 氟 基 多 糖 一 一 这 
一 自然 界 中 惟一 的 带 阳 离子 的 能 生物 降解 的 碱 性 氨基 驳 糖 的 高 分 子 聚 合 槐 的 特点 出 发 , 找 
到 更 多 很 有 魅力 的 新 用 途 。 以 下 综合 有 关 文 献 及 结合 自己 的 工作 体会 就 甲 党 素 作 为 环境 友 
好 材料 的 应 用 方面 作 一 简 述 。 

3， 四 亮 质 作为 环境 友好 材料 的 应 用 

里 壳 质 由 于 其 分 子 结构 中 含有 羟基 、 乙 酰 氨基 ,氨基 等 而 可 进行 多 功能 基 化 学 反应 ;从 
而 得 到 一 系列 具有 不 则 优异 性 能 的 往生 物 ,表现 出 其 放 功 能 反应 性 .立体 结构 与 年 性 特征 。 
尤其 是 其 具有 的 动 植物 组 织 和 器 官 生 理 适 应 性 ,安全 性 ,可 完全 分 解 性 及 守 水 性 和 亚 生 性 ， 
使 其 在 生物 医学 和 环境 友好 功能 材料 的 应 用 方面 受到 众人 青睐 。 

《1 医药 ( 见 本 将 第 五 节 )。 

С. БАА ЖП ЯН, ВРЕ ТЛЕ Е Л ВЕГЕТА Ж 
剂 里 壳 低 聚 糖 具有 调 降 血 压 НЕЛЕЕ 1898 se p h Biyrh BB , АЕА ВВА ОКЕ EÉ 
进行 水 份 活性 的 调节 等 , 近 几 年 作为 保健 品 的 审 壳 质 类 产品 已 创造 了 惊人 的 经 济 价值 。 另 
外 , 融 壳 聚 糖 功能 与 微量 元 素 ( 锌 、 铁 、 镁 、 钻 等 ) 为 一 体 的 生物 多 糖 微量 元 素 络 合 物 的 合成 与 
开发 ,为 临床 微量 元 素 的 应 用 研究 提供 了 一 类 新 的 有 效 功能 食品 添加 剂 以 及 应 用 于 客 种 效 
病 的 药物 辅助 治疗 剂 。 我们 实验 室 3 年 前 已 研制 出 了 活力 多 糖 锌 的 食品 添加 剂 ЗЬ, 826 
质 可 做 糕点 .面条 以 及 各 种 饲料 的 添加 齐 , 调 味 品 .固体 酱油 等 ,在 水 果 、 鲜 花 、 蔬 菜 及 肉 , 鱼 
和 制品 上 , 壳 聚 糖 及 其 衍生 物 是 很 好 的 保鲜 剂 , 现 已 得 到 广泛 应 用 。 

(3) 日 用 化 工 ; 亮 记 糖 具有 的 成 膜 性 、 保 湿性 及 抑 菌 功能 ,使 得 过 罕 糖 用 其 接 枝 改 性 改变 
了 溶解 性 能 后 的 一 系列 甲壳 质 入 生物 已 在 日 用 化 工 领域 得 到 了 广泛 应 用 ,该 行业 目前 是 党 
聚 糖 的 最 大 用 户 。 用 甲 党 质 为 原料 制造 的 摩 丝 是 一 种 网 能 固定 发 型 ,又 有 护理 头发 .柔软 涉 
发 作用 的 美容 化 交 品 .用 亮 聚 糖 配 制 的 洗 发 香波 以 及 头发 调理 剂 .护肤 剂 . 固 发 剂 等 , 均 是 多 
功能 的 上 档次 品种 , 面 且 这 类 产品 的 洗 麻 废水 均 是 可 分 解 的 无 二 次 污染 的 环保 型 日 用 化 工 
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Ж-Е а, ЛАРЕ ВЕ B aF 126 Ета Е, ШЫН НЕЕ. H А ЗЕЛ YE BS 
知 细 乃 的 国定 化 载体 已 在 工业 上 使 用 多 年 .另外 , 壳 聚 糖 的 易 生 物 降 解 性 使 其 在 研制 降解 性 
塑料 方面 也 受到 寻 视 。 用 这 阳 糖 与 有 机 酸 共 混 制 成 可 食 包装 薄膜 ,能 用 标准 的 包装 设 省 和 热 
封 设 备 进行 包装 ,其 有 质地 优 、. 透 明度 高 和 抗菌 性 良好 的 特点 ,可 用 于 切片 水 果 或 去 皮 水 果 
的 保鲜 包装 ,另外 它 还 可 以 用 来 包装 快 敬 面 . 快 餐 袋 , 调 际 品 等 ,并 可 直接 放 人 锅 中 烧 者 而 不 

(5) 农业 ;党 药 糖 在 农业 上 的 应 用 正成 为 一 个 研究 热点 ,并 已 展示 出 良好 的 前 景 . 它 可 配 
成 土 霹 疏 良 剂 .植物 生长 调节 谢 、 种 子 包 衣 、 幼 苗 叶 片 砍 酒 剂 ( 诱 导 抗 性 和 壮 效 ), 也 可 用 于 杀 
Ша, ЖАУЫ ,还 可 南 了 于 饲料 褒 加 剂 和 饵料 粘 合 剂 等 。 前 两 年 我 们 与 福建 农业 大 学 合作 开展 
了 甲壳 肤 作 为 水 稻 种 子 包 衣 的 研究 工作 ,经 2 年 的 重复 实验 ,证 明 甲 壳 胶 对 水 称 根 的 生长 有 
明显 的 促进 作用 。 

《6) 轻 工业 :甲壳 质 在 轻 纺 工业 中 作为 纤维 织物 的 上 奖 剂 . 固 色 剂 。 在 造纸 方面 ,可 作为 
ЖКШ ИЕЛЕН. 

《7) 环 保 ОННАН А, АЯЖАН ЕЛ ЕСЕР НАНЕ 
糖 的 这 一 性 质 富 集 - - 些 于 分 有 价值 而 含量 很 低 的 金属 元 素 ,或 者 利用 这 一 性 质 去 捕获 一 些 
有 害 的 重金 属 离子 ,如 铬 , 铀 , 冬 等 及 一 些 放射 性 元 素 。 壳 聚 糖 作为 架 凝 剂 在 处 理 食品 加 工厂 
的 废水 ,回收 蛋 身 质 作为 馈 料 方面 已 被 大量 采用 。 另 外 ,党 襄 糖 作为 生化 载体 在 污水 处 理 方 
面 的 应 用 (如 :活性 污 泥 的 颗粒 化 , 厌 毛 菌 体 的 历 定 化 等 ) 也 已 展示 出 良好 前 景 。 

值得 一 提前 是 ,甲壳 素 作为 饮用 水 的 净化 剂 , 在 日 本 .美国 已 普遍 使 用 。 据 统计 ,日 本 每 
年 用 于 水 处 理 的 党 聚 糖 约 有 500 吨 。 美 国 环保 局 也 批准 壳 聚 粮 用 于 饮用 水 的 净化 , 据 美国 新 
泽 西 州 某 高 技术 公司 预测 ,到 上 世纪 末 , 用 于 水 处 理 的 壳 聚 糖 约 值 1 400 万 美元 .目前 自来水 
的 消毒 主要 是 用 氯气 , 面 混 凝 沉淀 处 理 主要 是 用 聚 铝 . 束 猎 积聚 丙烯 酰胺 等 混 凝 剂 , НР Я 
铝 用 量 最 大 。 近 十 年 研究 已 表明 ,水体 中 的 残余 铝 进 入 人 体 后 通过 蔷 积 会 产生 老年 性 痴 困 
症 ,而 残留 的 铁 会 给 自来水 带 来 颜色 并 有 腐 书 性 , 聚 再 尹 酰胺 则 由 于 存在 单 体 再 烯 酰胺 而 不 
可 避免 地 带 有 毒性 ,其 应 用 也 严格 受到 限制 ,氢气 消毒 效果 不 错 , 但 也 会 在 自来水 中 产生 和 和 
残留 育 机 毛 化 物 , 而 它们 是 潜在 的 致癌 物质 。2000 年 起 我 国 实行 了 新 的 生活 饮用 水 标准 ,一 
级 水 指标 共 92 项 ,二 级 水 指标 为 52 项 ,如 将 其 二 级 指标 与 以 前 执行 的 GB5749-85 标准 比较 ， 
前 者 的 项 目 包 了 17 项 ,其 中 无 机 盐 2 20, 459257 项 ,农药 类 7 项 ,微生物 类 1 项 。 前 者 还 特 
别 对 铝 . 钠 .有 机 氨 代 烃 及 农药 类 残留 量 作 了 限制 。 这 对 传统 的 自来水 处 理 系统 提 弄 了 严峻 
的 挑 或 ,同时 也 提示 我 们 甲壳 贰 极 有 可 能 另 壁 生活 饮用 水 的 应 用 领域 。 


四 、 纤 维 素 


纤维 素 的 化 学 结构 为 8(1 ,4)- 品 -前 玛 糖 ,结构 组 成 单元 为 DD- 葡 萄 六 ， 

纤维 素 分 子 很 大 :聚合 度 300 一 500, 分 子 量 为 5 万 一 40 万 。 纤 维 宫 不 溶 于 水 . 旦 带 状 结构 
《不 是 折合 的 )。 

常 抑 的 天 然 纤 维 素 有 棉花 ( 籽 纤 维 ) .亚麻 大麻, 芝麻 、 黄 麻 ( 亮 / 荤 纤维 ), 前 三 者 可 做 服 
饰 , 后 二 者 -一 般 做 麻袋 及 强 千 。 此 外 ,天 然 纤 维 素 还 有 马尼拉 岂 《 叶 纤维 )、 木 粮 ( 隔 热 材料 ) 。 

水 合 纤维 ; 纸 、 羊 皮 纸 .牛皮纸 和 硬化 纸板 ，。 
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图 2-9 #F#R 3809 TE2SESS4H 


— сес 


图 2-10 捏 在 一 起 的 纤维 冤 链 


же 

铜 氨 法 :玻璃 纸 

ЖЫ АМ ЕНЕ ЕЕ 
工业 上 用 的 纤维 素 和 生物 有 : 
СОНИ 

(2) 酷 酸 纤 维 

СЗ) Ей 
дон 
ОНЖ 


五 . 采 胶 


果 胶 多 糖 ,习惯 称 为 果 胶 糖 物质 。 果 胶 (pectins) 是 檀 物 特有 的 细胞 组 分 ,就 化 学 组 成 和 
生物 合成 而 言 , 它 可 能 是 最 复杂 的 一 类 多 糖 。 

现在 确认 果 胶 酸 上 共有 下 列 结 构 , 它 所 含 的 甲 氧 要 通常 不 起 计 0.8%。 

果 胶 酸 是 介 a-(1 一 4)-DD- 半 乳糖 醛 酸 ,其 中 精 醛 酸 的 羟基 可 能 不 同 程度 地 甲 基 醋 化 ,并 
部 分 或 全 部 形成 盐 。 

果 胶 存在 于 各 种 高 等 植物 中 ,柠檬 和 橘子 中 果 胶 含量 高 达 30 儿 .在 甜 某 糖 着 中 归 胶 含量 
也 很 高 ,从 生化 角度 分 析 , 果 胶 是 细胞 壁 的 一 种 粘 结 剂 , 很 可 能 控制 着 离子 的 滩 透 ,也 可 能 对 
植物 的 食物 储存 的 代谢 起 某 些 作 用 。 果 胶 在 工业 上 用 做 增 稠 剂 和 琉 北 剂 。 果 胶 的 提取 方法 
随 应 用 目的 的 不 同 而 有 所 不 同 ,作为 胶 凝 剂 ,可 将 慎 物 用 加 酸 的 水 抽 提 ,再 用 之 醇 沉 省 得 到 ， 
而 作为 增 条 剂 , 则 用 碱 提取 。 
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- - —vH.NÜ е-- -一 


үн СООН 


меге, К 


СООН СООН 


图 2-11 果 胶 酸 的 化 学 结构 


膝 胶 类 物质 最 引 人 注 意 的 特征 是 形成 凝 胶 和 胶 肝 。 果 胶水 溶液 在 -- 定 禹 度 (pH 2— 
З.Б) К, ,冷却 后 形成 果 胶 - 糖 - 酸 固体 胶 肛 , 这 是 制造 果 敬 的 基本 过 程 , 者 沸 是 为 了 请 
ЯН ЖЕТЕН. 


2 , 8) 8 B 


1883 СЗТ 01828 Y Stantord 的 文章 ,他 用 NasCO; 稀 溶液 处 理 海带 ,得 到 的 胶 状 
溶液 被 称 为 “ 神 药 胶 ”(Algin), 在 20 世纪 30 年 代 后 期 ,已 证 实 神 藻 胶 中 的 D- 甘 露 糖 除 酸 到 糖 
是 8-D-(1-4) 键 合 的 ,具有 如 下 结构 : 


СООМа 
H O 
ОН ОН 
O о 
Н H А 


2-12 ЖЧТ ЗА 


ДА ВЕРА y ЕТЕ 07198. 11 ,平均 真实 值 为 222. 00, X ESE EL H ИИ. 
38 Pe 2 J zy BE 2) 32 000--250 000, 

WE ES ТАМ IF HIRE F F ЕЕ НЕ ЛЕА ЕЛЕ SLK S 3 hi 
Ел PER А, ТЕНТЕК ВЕРОМ Н, ЕЕІЕНЖЕЕАГ 
这 一 目的 而 设置 的 。 

袜 薄 胶 是 一 种 亲 水 性 的 天 然 密 糖 类 ,也 是 我 国 海 踪 工 业 的 一 个 主要 产品 。 

神 药 胶 是 褐藻 酸 共 , 福 藻 酸 入 生物 的 统称 , 荐 a-L- 古 罗 糖 梭 酸 和 8-D- 甘 露 糖 醛 酸 的 共 雄 
物 。 在 一 个 分 子 中 ,可 能 是 只 对 有 其 中 一 种 醛 酸 构成 的 连续 链 节 ,也 可 能 是 由 各 种 糖 酶 酸 链 
节 构 成 杠 段 共 误 物 , 省 种 糖 雁 酸 在 分 子 中 的 比例 变化 以 及 其 所 在 的 位 置 不 同 , 直 接 导致 袜 菩 
胶 的 性 质 差 异 , 如 精 性 、 蚂 胶 性 ,离子 选择 性 等 。 
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А9 ЭЕ) — (Ма. Ку. МНЕ) У Мо, Нет РУК, ПК 
BE K Маг Не К ЕЕ = rik Сп АРУ. Бе? Crit) ЖЕЖ. 


аа 
[ 


№. Ін 
| 0 化 | 


2-15 МЕКЕЕРСГ НЕН 


ЖЖ РМ ЖОИЕ УУТ, ЗГЕ jl y ЭЛЕН ЕМ. 
结 剂 Лан, ЕНТЕЛЕЙ. ЖЫННАН ВАЕ МУ А ХУ. ВСЕ. H 4k 
工业 .造纸 工业 , 桩 胶 工业 ,机 械 工业 ,水 处 理 、 石 油 工 业 , 建 材 工业 、 陶 次 工业 .感光 材料 、 农 
药 , 饲 料 等 。 


Ж.Д ЖЕ (hyaluronic acid , HA) 


и КННИЛМЕКЕНМӘЛОНЕНВЯЖФЕЕВИН ВААУ, F T Ж 
纯 多 糖 中 的 杂 包 糖 。 | 
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rr er 


НА 的 结构 式 为 : 


H OH H мисн, n 


图 2-14 透明 质 柄 的 化 学 结构 


透明 质 酸 义 叫 “脐带 多 糖 ”。 

HA 与 蛋 和 白质 结合 存 丰 于 眼球 玻璃 体 、 角 膜 、 脐 带 及 一 切 结缔 组 织 中 ,其 主要 功能 是 吸 
КОРАН БЕК, ІНІН КЕНИЯ ЕНУ ТЕЙ. 

-ЗЕҢ ЖЗА ЕНЕ НА АЖЕМ ар ЕЕ ЕАН ЛТАВА, L Bs li 
НА 的 水 解 , 使 其 烙 度 威 低 , 从 而 令 病原 体 等 得 以 侵入 和 传播 。 


人 入、 肝素 


肝 喜 (heparin) 也 是 杂 几 糖 , 它 是 Mclean 于 1916 年 首先 从 心脏 利 肛 组 织 提取 到 的 ,由 于 
肝 中 的 合 量 最 为 丰富 ,故而 得 名 ,实际 上 肝素 广泛 分 布 于 嘎 乳 动物 的 组 织 和 体液 中 ,如 肺 . 血 
管 壁 、 肠 粘膜 等 。 


肝素 的 结构 单元 为 : 
г 
COOH сн,озо,н 
о о 
н н/о. қон 
H о 
ш H OSO,H H NHSOH J а 


图 2-15 肝素 的 化 学 结构 


肝素 是 动物 体内 天 然 的 抗 此 血 物质 ,对 于 维持 血液 在 血管 内 流通 起 着 重要 作用 .其 制品 
ЕГЕ Ж ТЕРЕ ЕР А КІЛІ БН. 

近来 研究 表明 , 猪 小 踊 粘 膜 中 肝素 含 晤 更 为 丰富 ,因此 从 食品 加 工厂 、 晋 场 加 工厂 的 下 
踊 料 中 提取 肝素 是 一 种 有 价值 的 方法 。 

肝 率 作为 抗 凝 血 剂 应 用 于 临床 至 今 已 有 50 多 年 历史 ,长 期 应 用 而 不 衰 。 我 国 出口 的 肝 
率 风 麻 欧 美 许多 国家 ,年 创汇 1 000 余 万 美 元 ,这 是 值得 我 们 重视 的 。 

美国 每 年 耗 用 肝素 最 多 ,主要 用 于 急性 心肌 者 塞 症 的 治疗 和 肾病 患者 的 活血 疗法 。 
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ааа 


人 血型 是 根据 个 性 血 滚 中 血型 物质 的 差异 进行 分 类 的 .血型 物质 大 一 种 复合 多 糖 ,目前 
对 其 了 解 比 较 清 楚 。 血 型 物质 月 3 种 ;A 凝集 原 ,B 凝集 原 ,H 物质 。 

红细胞 凝集 反应 ; 当 一 个 人 的 红细胞 问 另 一 个 人 的 血清 相 混 合 时 ,有 时 可 以 看 到 红细胞 
粘 聚 在 一 起 ,成 为 一 簇 禾 不 规则 的 细胞 团 ,这 种 现象 称 为 红细胞 的 紫 集 反应 ，。 

同 种 类 动物 的 不 同 个 体 之 间 所 发 生 的 凝集 反应 称 为 同 种 凝集 反应 ;不同 种 类 动物 的 不 
癌 个 本 之 间 的 凝集 反应 称 为 异种 凝集 反应 ,红细胞 表面 所 含 的 抗原 性 物质 你 为 凝集 原 ,血清 
中 所 售 的 特异 福 抗 体 物质 称 为 颇 集 素 。 

当 含 有 某 种 凝集 原 的 红细胞 遇 到 一 种 与 它 相 对 抗 的 凝集 素 时 , 才 发 生 凝 集 上 反应， 

1900 年 ,发现 人 类 的 红 细 驳 中 含有 商 种 不 同 的 凝集 原 :A ВЕЕ В 凝集 原 。 同 时 也 发 
现 人 类 血清 中 也 含有 黄种 与 其 相对 应 的 凝集 素 : 抗 A、 抗 B。 人 类 血型 就 是 根据 红细胞 中 所 合 
А.В 原 而 分 类 的 。 

A 型 ,人 红细胞 中 只 会 和 A Ж, ВЕЕР, 

В. ЛЕТ РАЕВ А, ШВА. 

型 ;红细胞 中 既 不 含 A 原 也 不 含 B 原 , 血 清 含 抗 A ХЕ В. 

AAB 型 ;红细胞 中 既 含 A 原 又 含 B 原 , 血 清 不 省 搞 入 tb RB, 

АШ, ЖӨЖІИЕН ЕЛІН ИН БЛ БЕ Ж. 

827 ABO 血型 分 型 系统 


红细胞 所 会 的 凝集 原 
血清 中 所 会 的 瞩 集 素 
шй Я 


ТН ВА. ВЈ, Наа 种 血型 的 红细胞 还 都 含有 一 种 HH ЕД А.В 
原 的 物质 基础 。O 吾 的 红细胞 虽 不 含 和 .了 原 , 但 也 含有 于 物质。 Н-ТЫ 
的 来 端 糖 基 为 岩 蔬 糖 基 (6- 脱 气 - 蕊 - 半 乳 糖 )， 

(1) 车 在 H 物质 的 粮 链 近 末 端 半 乳糖 基 上 接 上 1 分 子 N- 乙 酰 揽 基 半 乳糖 即 为 A DE. 

(2) 若 在 HH 物质 的 糖 链 近 末端 半 乳 糖 基 上 接 上 1 分 子 半 乳糖 即 为 B Ж. 

(3) 若 在 也 物质 的 糖 链 近 来 端 半 乳 糖 基 上 有 的 接 N- 乙 酰 氨基 半 乳 糖 ,有 的 接 半 乳糖 , 则 
其 血型 为 AB 型 。 

由 上 可 见 , 糖 链 末 端的 油 小 差异 表现 了 不 同 的 生物 学 性 质 。 

各 种 细胞 诸如 高 等 动物 的 细胞 膜 上 以 及 单 细 胞 生物 (如 细菌 及 病毒 ) 的 外 壳 中 都 含有 粮 
蛋白 ,其 糖 链 都 是 伟 向 细胞 膜 的 外 侧 。 不 同 的 糖 链 结构 表现 出 各 异 的 生物 学 行为 。 有 人 将 细 
胞 膜 上 糖 蛋 白 的 糖 链 比 做 菜 些 电 子 仪器 的 发 射 天 线 或 接收 天 线 , 说 明 多 粮 在 细胞 同 外 赛 联 
系 ,信息 交流 .识别 等 方面 起 重要 作用 。 
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第 四 市 “多糖 物质 的 分 离 和 分 本 


一 . 糖 类 物质 的 分 离 


1. 预 处 理 

有 二 进行 糖分 析 、 分 离 的 生物 材料 或 祥 品 的 成 分 往往 是 非常 复杂 的 ,除了 待 研 究 的 糖 以 
外 ,通常 还 包含 有 蛋白 质 , 人 色素 以 及 其 他 千 扰 性 的 妹 质 ,因此 在 兰 手 分 析 、 分 离 前 必须 设法 除 
去 , 即 有 一 个 预 处 理 和 问题 .在 进行 预 处 理 和 以 后 的 分 析 过 程 中 十 分 重 于 的 一 点 是 诬 该 注意 避 
免 待 研究 对 介 有 降解 .转化 和 被 吸附 等 可 能 引起 的 损失 。 例如 ,对 于 植物 材料 常 先 用 80% 的 
热 酒 精 处 理 , 以 和 组 织 材 料 中 相应 的 糖 酶 引起 的 降解 。 对 于 蛋白 质 和 还 原 性 杂质 一 般 采 用 
10% 的 中 性 或 破 性 醋酸 铝 沉 淀 , 然 后 用 硫酸 钠 踪 去 过 量 的 醋酸 铅 , 但 血液 祥 品 常用 硫酸 钙 、 
钨 酸 钠 除去 蛋白 质 的 千 扰 ; 至 于 有 机 酸 等 高 子 化 合 物 则 多 用 离子 交换 法 进行 分 离 。 

2. 可 溶性 精 的 分 离 和 分 析 

单 糖 由 于 它 能 溶 于 水 ,一 般 可 用 水 抽 提 ,但 为 了 避免 将 多糖 等 同时 带 入 提取 液 中 ,可 用 
50% 或 80% 左 右 的 乙醇 代替 水 ,然后 除去 乙 乱 。 单 糖 的 测定 多 用 还 原 糖 法 , 即 利 用 糖 使 溶液 
中 的 Cu 还原 为 红色 CusO 而 加 以 定 基 。 对 于 已 糖 可 用 万 疼 法 测定 ,因为 这 些 糖 在 浓 硫 酸 作 
用 下 生成 糖 醛 ,后 考 能 与 芯 酮 反应 定量 地 生成 蓝 绿 色 产 物 。 对 于 成 糖 则 可 用 苦 蛙 盘 法 ,依据 
的 原理 荐 它们 在 浓 盐 榨 和 三 氮 化 铁 存 在 的 条 件 下 与 黑 酷 共 澡 将 化 学 计量 地 产生 莫 绿 色 产 
物 .对 于 酚 糖 ,通常 采用 次 碳酸 滴定 法 , 即 在 碱 性 条 件 下 使 碘 转 变 为 具有 强 氧 化 性 的 次 磺 酸 ， 
它 能 与 醋 糖 反应 生成 糙 酸 而 与 酮 糖 则 无 此 作用 ,因此 通过 芒 代 硫酸 钠 滴 定 剩 余 碘 可 求知 醛 
糖 量 . 对 于 贾 糙 ,可 在 酸性 条 件 下 使 之 与 钼 酸 饶 反应 生成 蓝 色 化 合 物 ,而 后 在 650 nm 进行 测 
定 。 对 于 氨基 乙 粮 ,可 在 磊 性 条 件 下 通过 加 热 使 之 与 乙酰 丙酮 (90 'C E PV JE R a- РЕТИ 
后 ;再 与 N,N- 二 甲 菇 对 位 氨基 苯 甲 醛 反 应 生成 红色 产物 ,然后 在 530 ша 进行 测定 。 

单 糖 的 定性 分 析 与 分 离 移 采用 纸 层 析 法 或 硅胶 .纤维 素 薄 层 层 析 法 ,一 般 以 三 甲 基 吡 啶 
做 溶 剂 ,以 碱 性 硝酸 银 为 显 色 剂 。 此 外 ,也 可 在 友 酸 缓冲 滚 中 形成 带电 性 的 络 合 物 和 而 进行 电 
ЖҮРЕ, ЕНІН ҒАН, КЕНЕ Ы ЕЕЕ. 

ЕЕЕ. ІН ТВ 80 САХ O. 5 ҺЕН» БУЛ? 
测定 , 减 去 水 解 前 的 还 原 糖 基 , 即 低级 害 精 量 . 淀 粉 等 可 溶性 多糖 则 常用 3 站 的 盐酸 在 沸水 浴 
中 水 解 4h, 锥 后 同样 用 还 原 糖 法 测定 ,与 水 解 前 的 差 值 即 代 表 多 糖 值 。 

粮 燃 的 构象 测定 方法 有 铜 氮 络 合 物 法 XX 射线 晶体 衍射 法 .旋光 法 、 红 外 光谱 法 , 喇 曼 光 
谱 法 以 及 核 碘 共振 法 ,其 中 处 射线 蝇 体 衍射 法 是 测定 糖 的 晶体 构象 最 好 的 方法 ,而 对 溶液 中 
糖 的 构象 测定 来 说 ,最 好 用 核磁 共振 法 。 

з. 植物 细胞 壁 多 精 组 成 成 分 的 分 离 

某 些 植物 细 了 胸壁 多 糖 组 成 成 分 的 分 高 可 参考 图 2-16 所 示 的 程序 进行 。 

4. 和 多糖 的 分 离 纯 化 和 鉴定 

近年 来 对 多 糖 的 深入 研究 表明 ,多糖 不 仅 有 着 多 方面 的 生理 功能 ,而 且 对 工农 业 上 生产 和 
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EDTA 


EDTA 3398 ЕЕ 阿拉 伯 半 乳 聚 精 


ЕЛ 
тж жн 
{ хенеж ШАН 
WE 纤维 素 жалан а 
БЕ УІН ЗЕ, Жеңе 


2-16 ЕЕ аа нин 


РАВА АНОТАЦИЯ ЕТ Ьар 
首要 内 容 了 。 

多 糖 可 以 来 自 不 同 生物 ,可 分 为 胞 外 多 糖 和 胸 内 多 糙 , 但 它们 的 分 离 纯化 与 鉴定 方法 却 
АНУ, 

多 糖 的 分 离 一 般 包 括 下 述 步 又 :粉碎 ,脱脂 ,通常 用 甲醇 或 1 ,1 的 乙醇 和 Z,Rëzgk 8 El 
1~3h, 然 后 用 水 抽 提 出 水 溶性 多 糖 , 例 如 用 90~100 嫌 的 水 搅拌 抽 提 4 一 6 h, 并 重复 2~3 
次 ' 百 继 之 以 稀 盐 大破 或 玫 酸 抽 提 出 相应 的 盐 获 性 、 焉 溶性 或 酸 溶性 多 糖 ,例如 0 5 mol/L. 
NaOH @2—3 次 抽 提 后 再 通过 离心 分 出 上 清 液 ,中 和 ,透析 ,最 后 加 4~5 ЕНІН Ns u iH 
酵 沉 演 , 即 得 粗 制 品 。 抽 提 过 程 应 注意 的 是 防止 酶 . 酸 、 厌 降解 ， 在 入 处 理 一 节 中 已 讨论 过 如 
何 避 免 酶 的 破坏 。 用 了 酸 抽 提 时 为 防止 酸 的 作用 酸 的 浓度 不 宜 过 高 ,时 间 应 短 , 而 且 不 应 超过 
+ C。 至 于 碱 抽 诬 ,通常 的 措施 是 通 以 氮 或 关 入 厅 粤 化 钾 或 番 拨 化 销 。 多 糖 的 分 离 也 有 一 些 
特殊 的 报道 ,例如 用 二 甘 醉 抽 提 细菌 多 糖 ,用 一 甲 亚 硕 提 取 乙 酰 多 糖 等 、 

多 区 从 组 织 材料 中 分 出 后 , 接 下 来 的 工作 是 脱 蛋白 。 多 糙 分 离 的 一 般 规律 是 ,3%% 左 去 的 
二 气 栈 酸 抽 提 多 糖 时 , 抽 提 液 中 蛋白 质 含 基 较 少 , 稀 碱 抽 提 则 合 量 校 高 ,但 是 在 后 一 情况 下 
如 有 有 础 氢化 钾 存 在 ,可 以 将 糖 蛋白 分 开 。 常 用 的 脱 蛋白 措施 有 . ЕНЕ ОЕ 
酶 ) 降 解 ; СОА д Р НИ ЕН, ӘЖ АН СОНЫН, Эв 
办 法 往往 配合 使 用 ,如 蛋白 本 消化 后 继 之 损 仿 变性 分 离 , 而 且 往往 要 反复 几 次 才能 完成 ， 应 
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BJ S ЕТУ Ы ЕР ЕЕЕ. 

hy raras РА Y; P ЕНЕ ВОЛИ И, B st iy ps E РА 
的 颜色 , 磊 抽 提 万 其 如 此 。 脱 色 的 办 法 通常 有 两 种 :一 是 用 DEAE 纤维 素 进 行 分 腐 , 因 为 天 
多数 情况 色素 坚 人 负离子 状况 ;二 是 在 pH 8 左右 用 昌 ;O;。 前 一 种 办 法 的 缺点 基 有 时 多糖 也 被 
吸附 ,后 一 情况 则 是 多 糖 有 被 部 分 隆 解 的 可 能 , 基 些 多 糖 抽 提 液 可 以 通过 加 入 费 林 试剂 使 之 
生成 不 溶性 铜 络 合 物 , 然 后 用 离子 交 措 剂 分 去 钢 络 合 物 , 免 去 脱 蛋 白 脱 色 之 烦 。 

多 糖 抽 提 物 的 进 - 一 步 纯 化 一 般 有 以 下 方法 :(1) 分 级 沉淀 ,最 常用 的 是 有 机 溢 剂 ,也 可 用 
Т, (2 金属 络 侣 物 法 , 即 用 费 林 试剂 或 毛 化 铜 、 氢 氧化 争 、 酷 酸 铅 等 使 和 多糖 与 铜 . 钢 、 铅 
壬 生成 络 溃 物 沉淀 , 灼 后 用 5%(V /VD) 的 酸 乙 醇 分 解 ;人 (3) 季 改 此 沉淀 法 ,这 是 利用 十 六 烷 基 
三 甲 基 胺 的 省 化 牺 或 其 衔 生 物 在 pH 小 于 3( 无 纲 砂 存在 ) 的 条 件 下 能 使 酸性 多 糖 沉 泻 的 性 
质 , 而 使 其 与 中 性 . 碱 性 多 糖分 离 的 方法 ; (4) 分 级 溶解 法 ,这 是 先 让 多 糖 沉 淀 于 情 性 的 纤维 
素 柱 中 ,然后 用 不 同 浓度 的 乙醇 水 深 液 洗 脱 ; 5) 离子 交 模 岩 析 法 ,常用 DEAE- 纤 维 素 和 
ЕСТЕОҺА-ЯЕ ЖЕНЕ НЕН А АЕ Ж НЫ ЯНЕ; СБУ ЕКШЕЙ, БІ 
ЕЕРЕЕ НТ, СТОК В, 

жіп Ее а ІНДЕТ МЕНЕ Бе Л А С 2 Rz ТОРЫН. ЖЕ 
3 415--3 280 cm ЖЗ 665--1 635 cm ФТ. 

жанат СЕ ЕЙ ПЕАЕ-Ө Ж ltr yr ul , w es. ІНІЛІр- 
USE SK КОНТ. НЕН .高 碘 酸 ЗЫН 试剂 等 。 

ЖТЖ ТАВНА ЖЕН ЕЛМЕН РЕТТИ ЕН ЖЕГЕНІ 
АУТ ЕЕС НЛ Ж ЕЕЕ ЕНГЕННЕН ЕЕ EH ХЕ 
等 。 

二 、. 糖 的 定量 测定 

在 进行 糖 的 定量 测定 时 ,首先 要 明确 一 个 概念 ,就 是 区 别 化 学 计量 法 (stoichionaetric 
methody 和 非 化 学 计量 法 (non stoichiometric method), 因 为 用 于 还 原 糖 定 基 的 方法 只 有 少 
数 是 化 学 计量 反 冰 (如 次 亚 碘 酸 法 ) ,而 大 多 数 是 非 化 学 计量 反应 (如 铜 试剂 法 、 硝 基 试 剂 法 、 
硫 栈 或 盐酸 处 理 后 的 比 色 法 等 ) ,也 就 是 写 不 出 化 学 反应 式 的 反应 。 铀 试剂 是 应 用 最 早 的 试 
剂 , 早 在 1848 年 Fehling 就 做 出 了 大 性 锅 统 , 基 硫 酸 钢 佐 手 酒石酸 钾 销 溶液 , 称 为 Fehling IS 
试剂 ， 因 为 硫酸 铜 在 碱 性 溶液 中 能 生成 氢气 化物 沉淀 , 故 加 入 酒石酸 钾 钠 ,就 能 刀 它 的 两 个 
羟基 与 饥 生 成 络 合 物 而 成 为 证 清 溶 让 ,再 利用 还 原 糖 将 Cu3 还 原生 成 CusO 沉淀 ,如 此 则 可 
以 直接 称 CusO 的 重量 来 定 糖 ( 即 重量 法 ) ,也 可 将 Cus0 溶解 再 滴定 (容量 法 ) 定 糖 , 而 二 者 都 
нж Кемін 测 出 的 为 1 分 子 葡萄 糖 还 原 5 个 铜 原子 , 即 比 值 为 1: 5 当时 认为 是 正 
确 的 ， 直 到 1878 年 ,Soxhlet 发 现 糖 和 还 原 的 铜 重 不 是 常数 ,而 是 依 反 几时 铜 过 量 的 多 少 而 
不 同 ,因此 利用 铀 试剂 测 还 原 糖 的 方法 都 要 预先 试验 ,制定 出 一 个 经 验 数 据 表 。 例如 在 1935 
年 第 4 版 &AOACCAssociation of Official Agricultural Chemists) 的 4 公认 和 和 暂 定 分 析 法 } 一 书 
的 附录 中 就 有 多 个 定 糖 表 , 在 第 626 页 上 有 Munson 和 Waikers 3 , F Cu,O 重量 相当 Cu Ж 
жн НЕЗ ,麦芽糖 等 的 量 列表 , 共 6 页 ,每 页 上 到 下 40 行 ,每 相差 CusO 〇 2 mg 为 
一 行 , 从 左 到 右 共 11 列 ( 各 种 糖 )。 可 以 把 第 一 行 和 最 后 一 行 前 三 列 列 出 来 如 下 : 
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117 СоО/ 10 mg Cu 8. 9 mg ЖЖ 4,0 mg 
ЖАЯ CusD 490 mg Cu 435.3 mg ЖБ 237.8 mg 
用 Cu Ж 63. 54, АР ВОЗР ШВ АН : Cu 一 1 : 7, 末 行为 1: 5, 
这 表明 钢 量 过 大 时 被 还 原 的 凶 , 钢 蜡 过 少时 被 还 原 的 少 。 
在 f 糖 的 物理 化 学 分 析 } 一 书 (第 747 页 ) 中 有 不 同 糖 还 原 方 的 差异 表 , 如 下 所 示 ， 
表 2-8 ”不同 糖 的 还 原 能 力 


0. 0005 6 ЖИН Febling тр 数 (Е 7 рсете, 
та 105. 2 1.000 
转化 糖 101.2 0, 962 
Ж т 87.0 0. 924 


# 糖 74.0 0. 703 


ЖЕ 0. 810 

H 3 2-8 Пр DLC ST EER S ЕЖ НИ 09] РЕВО БМ Е ЗЕ ТЕЗРЗРА ЕЛУ, 
然 可 以 有 条 件 地 对 其 进行 定量 分 析 ,但 写 不 出 反应 式 , 只 能 写成 :2Cu 扩 十 还 诛 糙 一 CusD。 

硝 蕊 试剂 如 3,5- 二 硝 基 水 杨 酸 {DNS}) 法 也 不 是 化 学 计 景 反应 ,上 戊 糖 , 己 糖 和 又 粮 与 DNS 
反应 的 生 色 度 Asoo/pmol 糖 的 值 分 别 是 ;成 精 ( 木 糖 . 阿 拉 伯 糖 )9- 42, Ж ОЖ. ЕЗ. 
甘露 糖 Y0. 46, 双 糖 类 (麦芽 糖 、 乳 糖 10. 65。 有 人 认为 还 原粮 的 醛 基 被 氧化 为 其 其, 但 当 其 不 
准 禾 ,不 同 的 得 类 产生 不 等 量 的 色 度 ,表明 它 的 化 学 反应 是 较 复 杂 的 。 但 也 有 人 成 功 地 用 仅 
含 DNS 和 NaOH 的 溶 滚 测定 淀粉 酶 解 产物 的 分 子 量 , 即 假定 从 麦芽 糖 起 的 麦芽 寒 糖 系列 的 
还 原 基 有 相等 的 还 原 力 ,但 这 还 需要 用 宽 粮 系列 制作 标准 茧 线 来 确定 。 本 法 由 于 方便 ,因而 
被 广泛 采用 ， 

基于 硫酸 或 盐酸 处 理 比 色 的 方法 (如 酚 - 硫 酸 法 .万 酮 -硫酸 法 和 地 衣 - 酚 硫酸 法 等 ?可 能 
是 由 于 粳 在 强酸 中 聪 水 生成 糖 醛 或 其 衍生 物 , 比 起 3,5- 二 硝酸 水 杨 酸 法 更 为 无 规律 .即使 同 
таж, а АЗ Ева ЖЕ, Мен жан, жа АНЫ ЖӨНІН. А 
衣 酚 -硫酸 法 (Bruckner ОИ, ЖЕ, АЕ. РН ГЕРАТ ЭСЕГЕ 2-17. 

地 衣 酚 -Fes+- 赴 酸 法 (Bial 反应 ) 测 定 皮 糖 :Bial + 1902 ЖЕЛІ Bb k „Ре ЖА 
酸 反 应 生成 绿色 化 合 物 ,Mejbaum(1939) 确 定 了 用 此 法 进行 成 糖 比 色 定量 法 可 用 于 核糖 核 
酸 中 的 核糖 定 最 。 磷 酸 成 粮 、 各 种 醒 业 和 酮 嫌 酸 等 不 同 的 粮 有 着 不 闻 的 颜色 ,以 福井 改良 法 
为 俩 , 度 糖 为 蓝 色 ;葡萄糖 为 淡 红 色 , 果 糖 为 黄色 。 该 显 色 方法 对 戊 精 和 庚 酮 特别 灵敏 ,对 四 
基 戊 糖 的 反应 弱 , 而 氨基 糙 不 生 色 。 各 种 精 的 pmol 吸光 度 如 表 2-9 所 示 。 
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图 2-17 地 农 酚 硫酸 法 (Bruckner 法 ) 测 定 和 名 种 糖 类 的 吸收 光谱 
《加热 时 间 50 s) 
F; 果 和 糖 ;G ;葡萄 糖 ;Gal; 半 和 乳 粮 ;A&; 阿 拉 怕 糖 


29 Bial 反应 的 生 色 度 ( 福 站 改 度 法 ) CAZnmol) 


综 上 所 述 ,用 这 些 方法 时 要 严格 按照 规定 操作 РЕТИ КИЕ ВН 2. EW ДА — 5J SER ip] 
题 不 大 , 当 有 其 他 糖 存 在 时 则 应 特别 注意 。 选 择 不 同 的 波长 也 可 以 分 别 测 定 不同 的 粮 ， 
还 原 糖 的 化 学 计量 反应 仅 限 于 醚 粮 的 次 亚 殊 酸 法 (过 帘 酸 氧化 法 也 是 计量 反应 ,用 于 2- 
На). Willstutter-Schudel 法 的 反应 如 下 式 ， 
RCHO-+L+ ЗМаОНн ——RCOONa+2Nal+2H:O (1) 
З КЕЛЕМ ЕВ ЖСН ЖАРНА Е. 
L--2NaOH ---МАО--Ма1--Н;О 
M: EE ЕТТЕН PF SFM 3, Ar R By lg ok ak RBN BS SE. 
3NaIO NalO: +2NaI 
ш ЕНЕ ДИЗЕ Pi, ТОВ, З ВЈ, 又 释放 出 来 ， 
NaID 十 NaI 十 HSO, —+=L +Na,SO, + HO 
NaIO; + SNaI+ 3H,SO, —3I,-- 3Na,SO, + 3H,O 
在 任何 情况 下 ,由 1 分 于 次 亚 磺 酸 盐 均 可 得 到 1 分 子 T:, 释 放出 来 的 ЕНЕМЕ 
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Жа: 
L, + 2Na,S,O, =—Na,S,O, +2Nal (2) 

根据 消耗 的 TI 即 可 计算 出 还 原粮 是, 消耗 0. 1 mol/L БІ m L ЯШ ЗБЕН 17.1 mg{ 若 按 
水 一 麦芽 糖 计算 则 为 18.0 ор), РКО mg, 9875 tmg。 本 法 适用 于 测定 证 粉 酶 解 时 糖苷 
键 水 解 的 百分率 В АІ ЕРМЕГІ ЕНЕ. 

化 学 计 其 反应 只 是 说 到 应 按 一 定 反 应 式 进 行 ,可 以 计算 反应 物 的 当量 ,但 并 不 能 排除 有 
副 反应 或 其 他 物质 下 扰 ,如 在 碱 性 条 件 下 少量 葡萄 糖 可 异 构 为 果糖 ,在 测定 发 酵 滚 中 的 残 精 
时 ,其 他 发 本 产物 如 丙酮 丙酮 酸 有 干扰 , 狼 盐 也 有 干扰 。 当 用 硫酸 镑 沉 证 酶 时 ,应 先 透析 。 

以 下 介绍 几 种 常用 的 测定 方法 。 

1. DNS 比 色 法 

在 碱 性 溢 液 中 ,3,5- 二 硝 基 水 杨 酸 (DNS) 与 还 原 精 共 热 后 被 还 原 成 棕 红 色 和 氨基 化 合 物 ， 
在 一 定 范围 内 还 洒 糖 的 量 与 反应 液 的 颜色 强度 哇 比 例 关 系 ,利用 比 色 法 可 测定 样品 中 的 会 
ЖЕ. 

ЕИ Е, ИЗМЕНІН Н РР, На РУКЕ ХЕ, ГИТ 
用 于 糖化 酶 发 醇 过 程 丰 糖 的 分 术 。 

若 被 测 样 品 中 含 酸 , 可 加 入 2%% 的 NaOH。 显 色 齐 不 能 放 罗 过 入, 否则 标准 曲线 会 变动 。 

2. Somogyi-Nelson 法 

还 原 糖 将 锅 试 剂 还 原生 成 Cu,O ,CusO 在 浓 硫 酸 存 在 下 与 砷 钼 酸 生 成 蓝 色 溶液 ,在 
560 am 下 的 光 密 度 与 还 原 糖 浓度 成 比例 关系 。 

此 方法 重复 性 较 好 ,产物 稳定 ,测定 范围 为 10 一 180 pg。 

з. Ж-Е 

р ВА АГ ЕТ А ЕН а PE S ЕО СЙ АНЕ ИЭ E SE В, 
ЕТЕ 490 па 2 WEBEER0 E 480 nm}) 处 有 最 大 吸收 ,吸收 什 与 粮 含 量 哇 线性 关系 。 

此 方法 简单 .快速 ,灵敏 ,对 每 种 糖 仅 需 制作 一 条 标准 井 线 , 且 颜 色 持 久 。 

制作 标准 曲线 宜 用 相应 的 标准 多 糖 , 如 用 和 葡萄糖 制 标 准 曲 线 , 应 以 校正 系数 0.9 校正 糖 
的 pg 数 。 对 其 他 同 多 糖 亦 如 此 。 

对 杂 多 糖 ,其 分 析 结 果 可 根据 各 单 糖 的 组 成 比 及 主要 组 分 单 糖 的 标准 翰 线 的 校正 系 煞 
加 以 校正 计算 ,可 得 较 满 意 的 结果 。 

有 颜色 的 样品 易 偏 高 ,不 理想 。 

此 法 适宜 于 检测 辫 胶 柱 部 分 政 集 的 样品 中 的 祖 对 糖 量 的 分 析 。 

4. 次 酮 -硫酸 法 

ЕНЕ  ОЕНЖЕННЯМЕР ,它们 可 与 草 酮 试剂 缩合 产生 颜色 物质 ,反应 后 
ЕНИ, 620 nm 处 有 最 大 吸收 , 显 色 与 多 糖 售 量 呈 线 性 关系 。 

本 方法 可 用 于 多 糖 . 单 次 含量 测定 。 色 氨 酸 含量 较 高 的 蛋白 质 对 显 色 反 应 有 一 定 干扰 。 

5. 地 衣 酚 -硫酸 法 

糖 经 浓 无 机 酸 处 理 ,脱水 产生 糠 醛 (成 糖 ) 或 糠 醚 衍生 物 ( 如 源 甲 基 糖 醛 )( 己 糖 ) ,生成 物 
能 与 醋 类 化 合 物 缩合 生成 有 色 和 物质 。 

34 


-- =。 一 - 一 -—HY + - 


нс-сн 


жала 1 | 
СН 0» —— нс £ CHO 十 АН:О 


от я в 


алыл | |! 
НО--СН;-С C-— CHO 十 3H;O 


O 
己 Ж Ps 1 3538 Rx 


图 2-18 糖 与 浓 无 机 酸 的 反应 
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ЖЕЛІК 36 Hi Ra A a Е А А АЛ a- 38 , Rh K By 1126 38, 

ОГНЕ НЕ ЕЕ, ЕНЕР itu iS А pom wari up pekupupup ВЕ. 
a- 淀 粉 酶 . 黑 曲 每 狂 萄 糖 淀 粉 酶 . 根 每 葡萄糖 淀粉 酶 中 的 糖 含量 ,同时 也 测定 了 一 些 卵 量 白 、 
硫酸 软骨 大 等 物质 中 的 糖 含 量 。 

该 方法 的 缺点 是 : 气 基 糙 存 在 苛 导 致 颜色 降低 ,大 量 的 色 氨 本 存在 也 可 导致 一 些 误差 ， 

该 方法 对 中 性 糖 的 测定 结果 是 可 舍 的 。 

6. ККЕ СЕВА) 

Л 55 38, А А WE Pu. i ЕЕЕ ИТАС Бо, , Pt EJ Rh 3 B bL 39 Б А, РІ 
蓝 绿色 溶液 , 故 可 以 用 比 色 法 定量 测定 成 糖 洁 量 。 

该 方法 可 用 于 测定 五 夏 糖 ,方法 简单 .其 缺点 是 灵敏 度 较 低 , 且 因 和 量 白 质 . 杂 糖 等 干扰 不 
易 测 准确 。 

7. 己 糖 和 6- 脱 握 已 糖 的 比 色 测定 f 

ЖЕЛЕ НЕ НЕОЛ ER) rh hy ЕН 6-2: SL EL 3 u] sy WI|5 126 50 - ТИЕ 
ТЕ ЕЕ ВВЕ Е. SIN А-а ВЕ АЕ БАУ, ШЕН ЕЕ 
ВЕК ах 2 — А8] ЖЕНЕ СЕ TE ha pa Bo ЛОЛЕ З u We 35k ВЕ SB y09 B NE E, 
АГИ K E 65, ШЕ ЕЖЕН ВЕ PS hh ai E ЕЕ, 

ЖЫЗЕЛЕ- НИЕ СР ESE R) 6- 去 氧 已 糖 ) 的 同时 测定 ,这 无 疑 为 测定 
者 提供 了 方便 。 另 外 ,就 方法 的 员 敏 度 而 言 ,; 以 本 法 测定 半 和 乳糖 和 涯 药 糖分 别 比 原型 Dubois 
法 和 Dische 法 提高 100% 和 50 如 以 上 ,这 天明 本 法 并 非 两 原 法 的 简单 结合 ,而 有 其 自身 特点 。 
据 此 ,可 将 本 法 视 为 一 种 新 法 {至 少 是 一 种 改进 法 ), 可 联 代 原型 方法 用 于 己 糖 的 单独 测定 。 

当 应 用 本 法 于 两 类 糖 基 的 同时 测定 时 ,必须 注意 共存 糖 基 间 可 能 发 生 和 干扰 。Djurdjic 的 
ЖЕР. ЕЕЕ ЛЕНІ ТЕ СЕЗЕ 10 倍 于 半 乳 糖 ) 并 不 影响 半 乳 糖 的 测定 结果 ; 相 
反 , 高 售 量 的 半 乳 糖 会 鼻 致 岩 区 糖 “ 表 观 含量 ” 仿 高 ,因此 测 得 吸收 导 忠 扣 去 相应 量 半 乳 糖 在 
398 nm 处 的 冰 吸收 以 作 校 正 。 

8. ШЕЖЖЦЕЕЕ ІЛЕ ЕНЕ 

ТАЗ ВЕР — А З Ir, А-А СТЕНА ИЕТ НЕСЕ, о- ВРА В-ШЕТНТЛЕЖЕІ 25 
平衡 , 随 着 A 葡萄糖 的 被 氧化 ,最 终 所 有 a- 型 全 部 转变 成 -型 而 被 酯 所 氧化 ) ,生成 葡萄 糖 酚 
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ЯЛЫ, Е ЕЕ А Ы F EB АЕ BB Ek ph SY 4k, ST А НЫЙ СП ЕЕ 
[分 ] 甲 氧 芋 胺 、 联 [ 邻 ] 甲 苯胺 、 酚 枉 , 亚 铁 咎 化 钾 等 ,而 这 些 物质 氧化 后 从 无 色 转 变 成 有 色 ， 
故 可 通过 比 色 计算 出 葡萄 糖 含量 。 

在 绘制 标准 曲线 时 ,将 萄 糖 浓度 在 0 一 90 pg/mL 范围 内 ,标准 曲线 为 通过 原点 的 一 下 
线 , 若 标准 曲线 不 通过 原点 ,适当 增加 葡 箱 粮 氧 化 酶 试剂 中 的 过 氧化 物 酶 深度 好 有 本 纠正 。 

葡萄 氧化 酶 试剂 最 好 现 用 现 配 ,放置 于 冰箱 暗 处 可 保存 半 个 月 。 

由 于 葡萄 糖 气 化 酶 液 中 同时 混杂 有 麦芽 糖 酶 和 其 他 葡萄 糖 芷 酶 ,如 果 为 达到 专 一 测定 
粮 化 苹 活 为 的 目的 ,最 好 用 Tris- 菇 油 缓 冲 被 ,因为 缓冲 液 中 的 两 种 成 分 都 有 拙 制 才 芽 糖 酶 
和 其 他 葡萄 糖苷 酶 的 能 力 。 

9. 氨基 己 糖 的 比 色 测 定 

存在 于 蛋 名 了 否 情 《 或 糖 胺 聚 糖 ) 及 糖 蛋白 中 的 N- 取 代 ( 乙 酰基 或 硫酸 基 ) 氨 基 己 糖 可 通 
ШЕМЖЕЛДАІНЕНЕ ЛЕС ЕН ЕЕ ӨЗЕН, НЕГР ЕБ. 
МЕНЫН ЕЕЕ КЕ (РОАВА) а ПУТ, Хн РРР АЕ 6100 СЯ 
25 СТАВЕ ЕК А, РЕШЕ ЯЕ, 

由 于 求法 对 制备 标准 贴 线 的 氨基 已 糖 采取 了 和 样品 平行 一 致 的 酸 处 理 , 因 此 可 消除 固 
样品 水 解 时 部 分 撩 基 已 糖 损失 所 址 成 的 含量 偏 低 的 结果 。 另 外 ,虽然 Blumendrantz 和 
Wagner 都 称 本 法 亦 适 用 于 糖 绰 白 样品 中 氨基 已 糖 的 测定 ,但 据 Beeley 建议 ,这 类 样品 水 解 
湾 宜 先 通 过 强酸 型 阳 窗 子 树脂 Dowex500x4KH+ 型 ) 并 用 水 洗 柱 ,后 再 以 1 mol/L 的 盐酸 洗 
脱 ,经 减 压 脱 酸 后 进行 比 色 测 定 ， 

糙 胺 聚 糖 中 ,肝素 采用 本 法 测定 其 氨基 这 萄 糖 含量 偏 低 , 提 高 水 解 温度 或 延长 水 解 时 间 
均 未 改善 结果 。 这 究 竞 是 由 于 肝素 分 子 中 NN- 硫 酸 基 氮 基 葡 萄 糖 的 硫酸 基 在 酸性 环境 下 极 易 
陪 落 ,引起 氨基 质子 化 而 使 氨基 已 糖 糖苷 键 对 抗 水 蚀 造 成 水 解 不 全 ,还 是 由 于 强化 酸 水 解 条 
ЕЕНҢТЕНЕСІКІПЕ? 不 得 而 知 。Bhurgava 对 肝素 的 氨基 已 糖 测定 采用 5 mol/L 
盐酸 ,95 'CF 3 的 水 解 条 件 , 另 对 测定 结果 给 以 12%% 所 谓 * 水 解 引 起 损失 ”的 校正 值 。 

10. М-С, ВЕЕ АУЕ В АР 

ЫЕ 398 CVR Rs Sh yr Р N- Z EK 3k EL 5k Е: N-Z ЕЕЕ 
НЕШЕ ВЕКЕ JE B] B ВОЧ Z, Bak ШЕ СЕГА F]Morgan-Elson 反应 进行 比 色 测定 。 
长 期 以 来 通用 的 是 Reissig 0,1142) 1, 

本 法 适用 于 游离 的 和 位 于 守 糖 链 还 原 性 端 基 的 N- 乙 酰 氨 基 已 糖 的 定量 分 析 。 ， 

N- 乙 栈 氨 基 半 和 乳糖 在 本 比 色 反 应 条 件 下 的 吸收 度 仅 为 N- 乙 酰 氮 基 葡 萄 糖 的 35%, 因 此 
制备 标准 曲线 所 用 的 标准 糖 应 视 所 测 样 品 中 的 N- 乙 酰 氮 基 已 精品 种 而 定 。 

11. 用 Ehrlich 试剂 测定 揽 基 糖 

(1)Elson-Morgan 法 测定 游离 氨基 糖 (Blix 修改 法 ) 

[前 处 理 ] 本 法 只 能 注定 游离 的 气 基 糖 ( 亦 称 糖 胺 ) , 故 需 预先 水 解 : 糖 蛋白 用 4 mot /L BJ 
盐酸 于 100 СА Ь ЖЕНА mol/L 的 盐酸 ( 封 管 中 ) 于 100 必 时 水 解 16 h,N- 乙 酰 氨 
基 精 N- 乙 酰基 的 水 解 条 件 为 2 mol /L 的 盐酸 水 解 2h。 氨 基 糖 在 酸 水 解 时 会 遭 到 破坏 , 封 管 
中 真空 或 充 氮气 可 以 保护 。 

[基本 反应 ] 
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СО ЕЛЕНЕ EE F Sp Z. ВЕРУ СА сету1-асеіопе) ҒА АЎ tE А. (chromogen)2- 8 
基 -3- 乙 酰 吡咯 衍生 物 ; 

名 生 色 原 再 与 Ehrlich 试剂 对 -二 甲 氨 基 葵 甲醛 (p-dimethy-lamino-benzaldehyde， 
DMAB) 在 浓 盐 酸 乙醇 溶液 中 生 色 ， 


CH,OH 

о 
он + CH,COC = 

COCH,COCH, -= 
OH OH 

NR, 

снон CHOH 
он OH 
-OH 
он Ë Í co ` cu, Б он HC С----<СО:СН, 
OH ! сн, OH 2 сн, 
ми" МН 


82-19 用 Ehrlich АЛЕ БЕНЕН El 
2- 围 基 -3- 乙 酰 -吡咯 术 生 物 十 DMAB 一 生 色 (结构 不 明 ) 
2-ҢЖ-3-2. -5-ЕЫ-ТНЫН2-НЕ-3-2,-4-ЕЖ--ЖЫ-Тапіт 


特点 和 注意 事项 ， 

乙 酝 丙酮 试剂 溶 于 碳酸 钠 浪 液 中 ,盐酸 水 解 的 样品 需 稀 释 司 盐酸 浓度 在 0.3 mol/L 以 
TF. 

大多 数 已 糖 腔 ,成 糖 胺 在 530 pm 有 最 大 吸收 光度 ,不 同 糖 胺 在 530 nm 处 的 吸光 度 有 差 

异 , 以 吕 - 葡 茶 腔 为 100, 则 品 - 半 乳糖 胺 和 吃 - 岩 营 糖 胺 为 92,DD- 木 糖 胺 为 156，。 

氨基 酸 或 还 原 糖 分 别 存在 时 无 影响 ,机 者 同时 存在 时 一 一 特别 是 赖 手 酸 存 在 时 有 妨碍 。 

C2)Morgan-Elson 法 (Reissig 改良 法 ) 

本 法 与 上 法 不 同 之 点 在 于 能 测定 N- 乙 酰 氨 基 糖 , 它 在 弱 磊 溶液 中 加 热 后 与 DMAB 生成 
红 紫 色 物质 。 运用 此 方法 时 DMAB 与 还 原 末 端的 N- 乙 酰 握 基 糖 残 基 也 有 反应 ,但 在 4 位 有 
Л ДИЕ Б ЛУ. 

[基本 反应 ] 

(1) 


HO—C—C—NH—CO «СН, 
CH,OH ' CHOH—C C—OH 
N 
М-2.ВРИ ЕЕ (mk b 153) 
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HÇ C NR CO СН; 
8%. он,он-снон-С сон 一 人 
РН 8.9 `Y СЕЕ) 


ЕЮ 2-20 Morgan-Elson ЖШ 9900064 К Е 


(2) 生 色 原 十 DMAB-> 生 色 ( 绪 构 不 明 )。 

特点 和 注意 事项 ， 

珊 酸 盐 加 热 时 的 PH 对 生 色 度 影响 很 大 ,最 适 为 pH 8.9。 试 样 的 pH 要 注意 调整 。 

在 585 nm ШЕ, М-Н Е ЛЕНО iN ЖЕН 18 102110 ,N- Z ЗЕЯ, 
ЕЛ OFIB 6383 J T. 4210, 

N- 乙 酸 氨 基本 糖 酸 和 N- 乙 酰 六 萄 精 -6- 磷 酸 与 N- 乙 酰 葡 萄 精 胶 有 相等 的 发 色 诬 。 

N- 己 图 葡萄糖 胺 -1- 兢 酸 车 不 经 水 解 则 不 生 色 。 可 用 0.1 mol/L 的 HCL 于 100 它 水 解 
5 тіп. 

ЖЕ ЕЛЬ ЕЛЕНА АНЕ СЕТ 6-20 nmel) 时 有 
干扰 。1 mol/L 的 NaCl 不 影响 生 色 。 

如 有 在 硼酸 液 中 不 加 热 也 与 DMAB 生 色 的 物质 存在 , 则 应 做 一 个 不 加 热 的 空白 实验 。 

12. TPS BS B HL Es aje 

ЖЕЛЕ, ЕЕН (st pp FE R b) rH B ӘЖЕ 25 @ UR SE B th tj Sa BR fE HI ka By 
Ш-ЗРНИИЯБЕЫ F; ,形成 有 色 物 质 , 该 物质 在 520 nm 处 有 最 大 吸收 。 吸 收 值 与 该 糖 的 浓 
度 呈 良好 的 线性 关系 。 和 同类 方法 ( 奈 唑 -硫酸 法 和 她 衣 矢 -盐酸 法 等 ) 相 比 ,该 方法 简便 , 快 
Ж.Н — Еу. 

жр ЕЕ, ЗКО АЕ ЕТЕ а е EL Ж ЕВО, I H EE 
糖 醛 酸 的 呈 色 率 仅 及 葡萄 糖 醋酸 的 一 半 。 

和 其 他 已 糖 醋酸 比 色 法 不 同 ,本 法 不 受 共存 的 中 性 已 糖 和 成 糖 的 和 干扰。 此 外 ,由 于 本 法 
简便 ,快速 ,灵敏 ,可 取代 目前 通用 的 Bitter-Muir 改进 的 味 唑 -硫酸 法 做 讲 糖 液 相 色谱 分 离 
时 柱 洗 脱 液 的 分 析 。 

三 、 琅 的 色谱 法 

1， 糖 的 纸 色 谱 

单 贸 . 双 糖 、 窒 糖 ,多 糖 及 其 入 生物 都 可 以 通过 纸 色 谱 得 到 满意 的 分 离 鉴 定 ,不 同 的 粮 所 
用 的 显 色 剂 及 溶剂 系统 记名 不 相同 , 恒 如 : 客 糖 和 多 糖 的 纸 色 谱 可 采用 酸 ( 硫 酸 或 盐 屋 ) 水 解 
的 方法 将 其 分 解 成 单 糖 ,然后 进行 纸 色谱 ; 也 可 用 某 些 溶剂 系统 直接 将 某 些 喜 糖 、 多 糖分 开 ， 


然后 检 出 。 现 将 溶剂 系统 和 检 出 方法 介绍 如 下 。 
C1) 溶剂 系统 ;下 表 列 出 了 某 些 常用 于 和 突 糖 和 多 糖色 谱 的 溶剂 系统 。 


38 


5210 БИЗ SK РААН 
= 剂 ж 


正 丁 醇 : ZË : JK—= 10: 1: 2(V/V) я 
ЕГ: 2.09: K= 4: 1: 5(V/V) жоғ 
22 ІШІ Ж-8і2: 1С//У) W 糖 
ІТ ШЕ: Ж-еб:4:% 30//У) : жн 
ЖЕНА ОЬр.121--139 С): ШЕ: Жәе1ізіз 1KV/V) жж 
正本 醇 : Кв: ZK 50: 30:30: 4. 5(0/У) нн 
25% BJ UTA RE We E 0. 067 mol /L. ЖЕ ФУ pk rR (pH 6.4) kh ЖЕ 
ОКА НСА: | 直 链 淀粉 

СЗ) ВЕ д НУ ЕҢ 

ФЕ ЕА Е Fir pk Seliwancff 试剂 。 

(3 kE Ha kris Я о- ЕНА, 


Эт Ж-Е ЯНА. 

中 鉴定 还 原 性 多 糖 用 Somogyi 试剂 。 

ӘБЕКЕ ЕЛЕНЕ. 

ӨНЕ ТЕН 1 АЕ Z ЕЛЕНЕ, 

2. 糖 的 柱 色 谱 

ЖЕНЕ КН ЕРТЕНГЕ НЕ УА. 

《1) 糖 的 活性 说 柱 分 离 

早 在 20 世纪 40 年代 初 ,活性 崇 柱 鱼 谱 法 就 用 于 分 离 糖 类 。50 年 代 初 ,Whistler 等 将 其 
做 了 改进 ,采用 乙 醉 溶液 的 梯 上 度 洗 脱 ,使 单 狂 .二 迷 . 三 糖 .四 多 和 五 糖 之 间 得 到 分 高 ,这 个 方 
法 的 特点 是 ， 

信人 分 离 容量 大 ,150 mL Е-Е АЕ g 混合 精 。 

合适 用 范围 广 , 不 得 可 用 于 不 同 聚 合 度 的 低 聚 糖 (如 木 糖 , 木 二 粮 , 木 三 糖 等 ) 之 间 的 分 
离 ,也 可 用 于 间 聚 合 度 的 不 同 赛 糖 ( 如 蔗糖 . 卖 芽 糖 ,纤维 二 糖 ……) 之 间 的 分 离 , 还 可 用 于 混 
А. Же ЕНІН МИНЕ ЕЕЕ ЕЕ НЕН ШІ. 

十 糖 样 中 含有 无 机 盐 对 分 离 没 有 影响  BEPETE WE J? EE th ТЕН , 38 8 P| El 14 — 
10%, 
混合 粮 样 被 完全 分 离 后 ,合并 相同 组 分 的 洗 脱 波 , 在 旋转 薄膜 蒸 发 器 上 除去 蒂 剂 (在 
40 Ст). 车 得 到 的 是 糖浆 , 则 亲 加 一 些 泡 水 乙 藤 溶解 ,之 后 再 行 燕 去 ,如 此 反复 3~5 次 , 常 
可 得 到 白色 粉末 状 固体 ,干燥 后 可 计算 粗 收 这 .最 后 重 结晶 ,干燥 ,计算 收 率 ,测定 比 旋 度 . 粗 
产物 的 精制 亦 可 分 别 理 次 上 柱 分 离 。 

活性 党 的 产品 种 类 甚 客 ,每 种 活性 这 在 使 用 前 又 可 能 饶 过 不 同 的 处 理 过 程 ,因此 吸附 性 
能 差别 很 大 ,这 就 道成 所 用 的 洗 脱 液 的 配 比 有 一 定 变 化 。 

《2) 糖 的 离子 色谱 法 分 析 

粮 的 离子 色谱 法 分 析 是 由 Rocklin 等 在 1983 年 首先 报道 的 。 些 方法 根据 糖 的 弱酸 性 和 
电化 学 活性 ,只 阴离子 交换 色谱 柱 (AE)? 分 离 多 种 糖 , 同 时 用 驮 冲 安培 检测 器 (PDA) 测 定 其 
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一 一 qq 


ЕН, AE-PAD £ Ë PHEDL E АГУЛ ЕЕЕ ОГГЕ ӘНІ ЖЫН 
ЖИН, ҢЫ F 1077 mol/mL ,测定 分 子 量 达到 3 500 以 上 。 其 分 析 过 程 中 样品 前 
处 理 简单 ,好 须 生生 化 ,具有 很 好 的 实用 性 。 

中 性 糖 的 pKa 一 般 在 12 一 14 之 间 ,这些 糖分 子 在 强 碱 溢 液 中 (PH= 12 一 14) 是 部 分 或 
全 部 离子 化 的 ,因此 , 当 以 强 碱 性 的 NaOH 为 淋 洗 液 时 ,糖分 子 可 以 用 阴离子 交换 色谱 柱 分 
离 。 

传统 的 大 孔 阴 离子 分 离 柱 在 强 碱 淋 洗 液 条 件 下 ,性 能 不 稳定 ,而 且 柱 子 不 能 承受 高 压 ， 
淋 洗 液 的 流速 必须 低 于 1.0 mLyAmin ;不 适合 糖 类 分 于 的 分 次 。 

Dionex 公司 的 Carbopac “PAI 是 专门 用 于 分 离 糖 的 一 种 新 型 薄 壳 型 阴离子 交换 柱 , 其 
树脂 结构 如 图 2-21。 这 种 分 离 福 的 优点 是 承受 的 pH Ў ВГ (рн 0 一 147 ,性 能 稳定 , 柱 效 高 ， 
平衡 时 间 快 ,使 用 寿命 长 。 


图 2-21 Carbopac РАІ ШЗ 


用 阴离子 交换 色谱 法 分 高 中 性 糖 的 方法 中 ,改变 淋 许 液 的 种 类 和 浓度 是 提高 柱子 选择 
性 的 最 佳 方法 。 一 般 来 说 , 糖 类 分 子 对 阴离子 交换 树脂 的 亲 合 力 顺 序 如 下 : 糖 醇 二 单 糖 一 双 
сив, ЯН, ЛЕН ЕО. ЯУ МаОн 和 NaAc 的 混合 溶液 作 梯 度 淋 洗 , 其 
中 Ac- 是 一 个 比 OH- 离 子 强 的 淋 洗 离子 . 对 单 糖 分 离 则 适用 弱 的 淋 洗 液 ,一 般 是 10 mmol/L 
Маон. 为 了 保证 梯度 淋 尝 时 的 基线 稳定 ,避免 脉冲 安培 检测 骨 在 低 浓 度 的 NaOH 条 件 下 
灵敏 度 降 低 , 分 析 单 糖 时 , 柱 后 需要 加 入 300 mmol/L 的 NaOH 溶液 , 混 台 后 月 进 入 检测 池 。 
单 糖 的 结构 比较 相似 ,其 分 高 洗 脱 顺序 主要 与 单 精 的 pKa 值 有 关 。pKa 值 越 大 , 单 糖 的 离子 
化 程度 越 低 , 保留 时 间 越 短 。 SED Ka 值 是 由 其 一 OH 的 数目 和 活泼 性 决定 的 ,一 般 1 一 OH 位 
置 活 淡 性 最 强 , 其 他 各 位 的 羟基 在 低 浓 度 的 NaOH 溶液 中 的 活 记性 为 1--OH>>2 一 OH>>6 一 
OH>3—OH>4—DOH., 

糖分 子 在 硕 性 次 液 中 是 电化 学 活 小 性 物质 ,在 适当 的 外 加 电压 下 ,糖分 子 在 电极 表面 发 
生 餐 化 反应 , 因 北 ,可 以 用 电化 学 和 检 油 器 测定 .1981 年 Hughes 和 和 Johnson 首次 提出 用 脉冲 安 
培 检测 器 测定 糖 ,并 取得 了 成 功 。 
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图 2-22 ВЭТ АТАТ EI 


与 滚 相 色 谱 法 相 比 ,离子 色谱 法 分 析 糖 的 种 类 多 ,分离 效 果 好 ,样品 前 处 理 简单 ,脉冲 安 
培 和 检测 器 比 示 差 或 紫外 光 答 测 器 的 检测 灵 租 上 度 提 高 1 至 3 个 数量 极 . 

在 淋 洗 液 的 配制 过 程 中 要 避免 СО, 的 深入 ,因为 CO¥” 离子 对 阴离子 分 离 柱 来 说 是 一 
个 很 强 的 淋 尝 离子 , 它 的 存在 使 被 测 组 分 的 分 离 效 果 明 显 降低 ,因此 ,NaOH 和 NaAc 应 为 
优 级 纯 试 剂 , 且 NaOH 在 使 用 时 要 先 配 成 50% W/W) 浓度 比 的 储备 液 ,在 使 用 NaOH 储备 
液 配 制 淋 洗 液 的 过 程 中 应 注意 以 下 三 点 : 

(050% Маон 储备 液 中 ,CO:” 离子 大 部 分 存在 子 溶液 的 底层 和 最 上 层 ,因此 ,使 用 
移 液 管 取 液 时 ,应 从 溶液 中 间 层 吸取 ,并 尽量 减少 移动 和 振动 。 

时 储 备 液 使 用 后 应 及 时 封闭 ,尽量 避免 与 空气 中 的 CO 接触 。 

图 贱 备 液 消耗 掉 2/3 后 ,不 应 再 使 用 。 

淋 洗 液 在 使 用 过 程 中 也 要 注意 排除 COs。 在 淋 洗 液 进 入 泵 系统 之 前 , 先 接 通 一 个 脱 气 装 
移 , 以 氮气 将 淋 洗 液 中 的 CO; 不 断 排出 ,保证 进入 分 离 系统 的 CO; ЖЕЛИ. 由 于 氨 气 价格 
昂贵 ,可 改 用 下 列 措施 排除 琳 洗 液 中 的 CO。。 在 配制 琳 洗 液 之 前 ,去 离子 水 应 先 者 沸 10 min, 
使 水 中 大 量 CO 被 赶 出 ,冷却 后 再 用 于 配制 。 淋 洗 液 配 好 后 ,再 用 超声 波 脱 气 10 min, 方 可 使 
用 。 这 样 基本 .上 可 以 排除 CO; 的 干扰 ,保证 答 调 的 线性 关系 和 重 现 性 。 

з. 糖 的 气相 色谱 

采用 气相 色谱 测定 糖 类 开始 于 1958 年 。 气 相 色 谱 分 析 主 要 是 利用 试 样 中 各 组 分 在 色谱 
柱 中 的 气相 和 液 相间 的 分 配 系 数 不 同 , 当 气 化 后 的 试 样 被 载 气 带 入 色谱 柱 中 运行 时 ,样品 组 
分 就 连续 不 断 地 在 移动 的 气相 和 固定 的 滚 相 之 间 进 行 反复 多 次 的 分 配 ,经 过 一 定 的 柱 长 后 ， 
便 分 别 按 分 离 顺 序 离开 色谱 柱 进入 检测 器 ,检测 器 产生 的 讯号 经 放大 后 ,在 记录 器 上 拱 给 出 
色谱 峰 ,成 为 各 组 分 定性 定量 的 依据 。 

用 气相 色谱 法 测定 糖 类 ,由 于 样品 在 气相 中 传递 速度 很 快 ,加 上 可 以 选用 广泛 的 固定 液 
和 采用 灵敏 的 检测 器 ,因而 具有 选择 性 强 、 分 辨 力 好 、 灵 敏 度 高 以 及 分 析 速 度 快 等 优点 。 近 几 
年 来 ; 因 毛 细 管 色谱 柱 和 程序 升温 技术 的 普遍 使 用 ,使 糖 类 的 气相 色谱 测定 方法 得 到 更 为 广 


水 的 应 用 。 
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采用 气相 色谱 法 测定 糖 类 遇 到 的 主要 困难 是 糖 类 本 身 没 有 足够 的 挥发 性 ,因而 必须 在 
气相 色谱 分 析 之 前 预先 转化 成 易 挥发 .对 热 较 稳定 的 术 生 物 , 另 外 ,由 于 糖 的 异 构 化 ,在 基 些 
入 生物 的 制备 过 程 中 ,会 产生 衍生 物 的 异 构 体 ,使 色谱 分 析 时 每 种 糖 产生 几 个 峰 ,这 往往 影 
响 组 分 的 分 离 和 定量。 在 分 析 组 分 较 复杂 的 样品 时 ,应 选择 适宜 的 入 生 物 制备 方法 ,以 使 每 


种 糖 得 到 单一 的 色谱 峰 。 


在 糖 类 的 气相 色谱 分 析 中 ,目前 常用 的 衍生 物 有 糖 的 三 甲 基 硅 醚 衡 生 物 、 糖 且 三 甲 基 娃 
醚 入 生物. 裙 腑 乙酸 栈 入 竺 物 、 糖 醇 乙酸 酝 入 生物 和 三 气 乙 酸 本 入 生物 等 。 

糖 的 硅 醚 化 衍生 物 具 有 挥发 性 好 .制备 简便 .反应 迅速 的 优点 。 该 法 适宜 结 前 糖 样 和 组 
分 简单 的 糖 样 的 测定 。 测 定 结晶 糖 样 往往 可 以 得 到 单 峰 ,测定 糖 桨 或 非 结 一 糖 样 则 会 产生 蜡 


构 峰 ,给 定性 和 定量 带 来 一 定 困难 。 


使 用 六 甲 基 二 硅 氮 和 伐 和 三 甲 基 和 握 硅 烷 进 行 鞋 醚 化 反应 会 有 氧化 镇 产生 ,使 吡 唆 溢 液 变 
温 浊 。 握 化 铵 的 存在 一 般 对 色谱 分 析 没 有 影响 。 静 置 或 用 高 心 法 可 使 所 化 筱 沉 诈 。 


在 气相 色谱 分 析 时 ,为 了 减少 吡啶 峰 的 “ 拖 尾 ”, 可 在 
硅 楷 化 反应 后 ,对 反应 产物 用 所 仿 蔗 取 法 进行 后 处 理 ,到 
生生 牺 的 毛 仿 溶液 进行 气相 色谱 分 析 。 

制 各 酮 糖 的 三 甲 基 社 本 入 生物 ,使 用 同样 的 硅 醚 化 
试剂 需要 80 CEA 1 h 或 在 室温 下 放置 4h bi EE pv 2 
能 完全 。 

当 糖 样 在 吡 环 中 不 易 溶 解 时 ,可 置 于 70 С ЖҮНІ 
АЕ НЕН НАМЕ ЕН Е Е ВУ 
构 化 现象 会 有 所 加 剧 。 

水 分 能 迅速 与 硅 醚 化 试剂 作用 ,使 其 失去 硅 醚 化 反 
应 能 力 。 在 本 生物 制备 时 ,通常 要 求 使 用 干燥 的 样品 并 注 
意 防 止 水 分 的 进入 。 适 当 加 大 硅 配 化 试剂 对 糖 祥 的 用 量 
比例 ,可 使 样品 的 多 许 含水 范围 有 相应 的 增加 。 

ЖЕН ЕЕЕ КЫН ен ЕКЕУ, 
жеке, RJ BU ЛЕН ЕЖЕН, ЖЕ 24 上, 待 糖 
的 蜡 构 体 达 到 平衡 后 ,再 将 其 干燥 并 衍生 化 , 测 得 每 种 糖 
的 重量 校正 因子 和 算 构 体 出 峰 面 积 的 比例 ,这 样 在 定量 
ЖЕН ЖАНАЛЫ ЕЕ Ж. 

3E HJ ЛЯ B HOQ P ЕНІН, 

本 实验 的 气相 色谱 操作 条 件 对 测定 单 糖 较为 适宜 ， 
测定 二 糖 和 三 糖 也 可 采用 程序 升温 。 

使 用 复 火 焰 离 子 化 窒 测 器 测定 糖 的 三 甲 基 硅 蕉 衍生 


0 20 40 В) (тіп) 


В 2-23 精 的 三 甲 基 夸 柄 衍生 物 在 
бЕ-ЗОН ЕКНІН 

1. 阿拉 伯 糖 2 АЯ 3.НЕШ 

4. ЗЕЯ, 5. ЖЕН 6. 正二 十 伐 ( 内 标 ) 


物 时 ,产生 的 SiD: 容易 附着 在 检测 器 的 电极 上 ,因此 对 检测 器 需 定期 清洗 。 
有 关 复 合 娃 醚 化 试剂 的 反应 条 件 ,一般 在 商品 说 明 中 均 有 介绍 。 


4. 糖 的 高 效 液 相 色 谱 


高 效 液 相 色谱 (HPLC) 是 在 经 典 柱 色谱 和 气相 色谱 的 基础 上 发 展 起 来 的 仪器 化 液 相 柱 
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色谱 ,流动 相 在 高 压 输液 泵 的 驱动 下 ,在 鱼 谱 柱 中 与 高 分 离 效 能 的 固定 相 做 相对 运动 ,由 于 
样品 中 不 同 组 分 在 流动 相 和 间 定 相 之 间 的 分 本 系数 不 同 , 苦 此 ,这 些 组 分 在 两 相间 反复 多 次 
地 进行 平衡 分 配 ,造成 差 速 迁移 而 彼此 分 离 。 各 种 组 分 依次 随 流 动 相 流 册 色谱 柱 进 入 榨 测 
器 ,在 和 检测 器 中 依 其 物理 特性 (如 光学 性 质 ) 或 化 学 特性 (如 氧化 还 原 性 质 ? 而 被 定量 地 检测 。 
由 记录 仪 将 组 分 的 保留 特性 及 相对 含量 以 洗 脱 曲线 的 形式 记录 下 来 ,其 出 峰 时 间 和 上 峰 面 积 
(或 蜂 高 ) 作 为 各 组 分 定性 定 基 的 依据 。 

根据 固定 相对 溶质 保留 的 机 理 不 同 ,HPLC 可 分 为 吸附 色谱 ,分 配色 谱 , 离 子 交换 色谱 、 
凝 胶 色 谱 和 亲 和 色 谱 等 ; 按 固 定 相 与 流动 相 之 间 相 对 极 性 的 大 小 ,HPLC 可 分 为 正 相 色谱 和 
反 相 色谱 。 

高 将 或 高 速 滚 相 色谱 (HPLC) 分 离 速度 快 (分 离 时 间 不 超过 1 h) ,分辩 率 高 ,分 高 效果 
好 , 重 现 性 好 和 不 破坏 样品 ,HPLC 系统 包括 高 效 溶剂 输送 泵 , 进 样 内, 装填 有 颗粒 状 (3 一 10 
um) 树脂 或 硅胶 的 高 效 性 和 高 效 检测 系统 ( 见 图 2-24)。 这 些 系统 均 是 在 高 压 下 运行 的 ,其 压 
力 大 小 根据 静止 相 及 流动 相 , 柱 内 载体 以 及 流速 决定 ;通常 压力 的 允许 范围 为 1 一 30 MPa。 


流出 液 或 接 部 分 收集 器 


图 2-24 高 效 液 相 色谱 装置 图 


糖 的 高 效 液 相 色 谱 分 析 在 20 世纪 70 年 代 就 开始 研究 ,多 年 来 已 取得 较 大 的 进展 ,成 为 
常量 及 微量 单 糖 和 和 穿 糖 重要 的 分 离 分 析 方 法 之 一 。 到 目前 为 止 ,其 有 两 种 通常 来 用 的 方法 : 
一 是 使 用 化 学 键 合 固定 相 , 以 乙 甩 - 水 或 Z 且 - 甲 醇 -水 作为 流动 相 , 单 糖 或 寒 糖 由 示 差 折射 
检测 器 检测 。 为 了 提高 检测 的 灵敏 度 和 分 辨 率 , 糖 类 经 带 有 紫外 或 荧光 标记 的 衍生 化 后 ,用 
硅胶 为 辕 定 相 ,以 正己 烷 - 二 气 六 环 为 流动 相 , 在 莹 外 或 荧光 检测 器 上 检测 单 糖 或 奔 糖 。 另 一 
种 方法 是 以 离子 交 撞 树脂 或 凝 腕 作 固 定 相 ,水 或 盐 洲 液 为 流动 相 , 用 示 差 折射 检测 器 或 采用 
柱 后 入 生化 方法 ,用 可 见 光 ,紫外 光 或 荧光 检测 器 答 测 ,以 提高 检测 灵敏 度 , 从 而 有 可 能 发 展 
为 糖 的 专用 分 析 仪 器 。 

糖 类 的 HPLC 直接 检测 常用 的 示 差 折射 检测 器 易 受 流连 、 压 力 和 组 分 改变 的 影响 ,所 以 
选择 的 高 效 输 送 泵 应 具 无 脉 让 和 精确 计量 的 流速 控制 系统 。 糖 类 在 党 用 紫外 区 域 和 可 见 光 
范围 没有 吸收 也 无 荧光 ,但 单 糖 在 188 nm 有 最 天 吸收 , 寡 糖 在 210 nm 以 下 也 有 吸收 , 面 这 
些 区 域 噪声 无 , 需 用 超 纯度 的 溶剂 ,从 面 限制 了 它 的 应 用 .为 了 解决 单 糖 及 故 糖 的 检测 问题 ， 
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衍生 物 。 

无 论 采 用 何 种 方法 和 和 何 种 仪 共 ,为 了 获得 满意 的 结果 , 展 层 的 溶剂 均 必 须 去 气 以 及 经 这 
孔径 小 于 0.5 pm 的 过 溅 器 过 滤 。 去 氧 的 方法 有 加 热 , 减 压 或 超声 波 处 理 。 目 前 已 有 专门 的 
В НИ Н, 为 了 延长 柱 的 使 用 期 ,此 止 样品 对 分 析 柱 的 污染 ,一 般 均 在 柱 前 装置 预 
略 往 或 保护 柱 。 现 在 所 用 的 分 析 柱 直径 大 多 为 8 mm 长 为 30 сіп, 

今后 , 糙 类 的 HPLC 将 向 三 方面 发 展 ; 一 是 继续 研究 更 加 耐用 和 稳定 的 静止 相 ,二 是 发 
展 糖 类 的 制备 性 HPLC, 三 是 HPLC 与 NMR 或 MS 联 用 。 

5. 糖 的 薄 层 色谱 

薄 层 色谱 法 的 原理 与 往 色谱 . 纸 色谱 法 基本 相间 . 当 作 为 流动 相 的 淤 体 从 由 液体 或 国体 
组 成 的 固定 相 的 间 院 中 通过 时 ,由 于 试 样 中 的 各 组 分 在 固定 相 和 流动 相 之 则 的 分 配 系数 不 
同 , 随 着 流动 相 的 移动 种 组 分 钼 此 互相 分 离开 。 

薄 雇 色谱 法 按照 机 理 可 分 为 吸附 ,分 配 和 离子 交 撞 三 种 , 依 技术 特点 际 可 分 为 一 次 展 
Я.А! IK S F. ӘН, 

ñ РБЕ Т n ATEJ E Е-Е bk ht h) В К, Ë 3 3 3 == F zz ЖЕ 
用 。 

分 离 粮 的 薄 层 色谱 有 硅 胺 色谱 .纤维 染色 谱 , 碎 藻 土 色谱 及 氢化 铝 色 谱 。 由 于 糖 是 包 尖 
基 化 合 物 , 极 人 性 强 容易 吸附 ,多 采用 含有 无 机 盐 的 水 溶液 制备 硅胶 薄板 ,使 硅胶 薄 层 吸附 能 
力 降 低 .斑点 集中 ,从 而 对 分 离 有 所 改善 ,样品 承载 量 也 可 有 显著 提高 。 

薄 层 灵 鱼 后 ,将 样品 图 谱 与 标准 样 图 谱 进 行 比较 ,参考 斑点 颜色 ,相对 位 置 及 户 值 或 Re 
值 ,确定 样品 中 有 哪儿 种 糖 ， 

弛 过 薄 层 分 离 后 的 糖 可 以 在 薄 层 上 直接 定 基 ,如 用 薄 层 扫 摘 或 者 将 斑点 洗 脱 后 比 色 测 
Ж. 


四 、 糖 的 电泳 法 


电泳 技术 是 指 以 电场 为 驱动 力 的 一 类 分 离 分 析 手 颂 。 它 们 依据 样品 于 一 定 分 离 介质 中 
在 电场 下 作用 下 所 表现 出 瑟 的 速度 Y 及 其 差异 来 分 离 ,V 称 为 表 观 迁移 速度 ,其 单位 电场 值 
称 为 表 观 消 度 ,可 一 般 地 表示 为 ， 
rm ЕМІ Pos K рр 
м-У/Езш ТК (1) 


Ж зр (rawe)sr 一 pos 是 具有 色谱 固定 相 功能 之 介质 部 分 的 表 观 消 度 ;天 是 容量 困 子 。pew 
和 pos 分 别 为 有 效 消 度 和 电 活 率 , 可 表示 为 ， 


Hey= Хаз = 2 ,2meE/ (37) Ке 
роз = ЕЁ (3) 
a 为 粒子 第 级 的 解 离 度 ,$ 为 此 级 离子 之 全 解 离 电 动 电位 ,tos 为 不 移动 固体 表面 的 电动 电 
位 ,e 和 ? 为 介质 的 介 电 常数 和 粘度 .不同 离 于 的 yaw 不 同 , 故 能 分 离 ;中 性 组 分 在 jzos 或 jwsz 不 同 
时 为 零 时 可 根据 KK 分 离 。 电泳 分 离 效 果 取 决 于 EE 系统 散热 和 介质 条 忻 : 瑟 ЕНУ 大 而 分 离 快 ， 
但 发 热 也 快 ,散热 差 时 可 致 分 离 失败 ;介质 条 件 影 响 a, 关 ,es.7 导 等 ,从 而 影响 A 及 分 离 情 况 。 
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PH Rk, МАЕ ЫН ЕНЕ ТТАР (PS PR B PK š Pk), ZI Ë ІНІН, ,各 种 长 胶 或 纤维 车 . 海 
РАР ЯТ Т, Т АЗАН ЕНЕЛЕР BL Ce z ЕНЕ Sk E bh МЕН Sy PS rH BZ FB 
最 多 。 

电泳 技术 变化 很 多 ，, 尚 无 统 - -的 分 类 标准 ,各 技术 的 妇 类 及 称呼 隐 有 差异 。 以 分 离 室 形 
状 来 分 类 ,可 用 于 糖 及 糖 级 合 物 分 析 的 方法 有 柱 电泳 、 薄 层 电泳 和 毛细 管 电 沪 (CE) 三 类 。 
CE 是 20 世纪 80 年 代 发 展 起 来 的 一 类 新 型 的 高 效 , 快 速 , 微 其 的 仪器 化 电泳 技术 ,常用 自由 
溶液 介质 ,能 分 离 交 子 和 中 性 组 分 [参见 (1) 式 ], 柱 和 薄 层 电泳 亦 称 经 典 电 写 ,多 用 凝 胶 或 纤 
维 素 介质 ,只 能 分 离 离子 成 分 ,一 般 按 电荷 分 离 , 要 求 pos = ор 03% J РУН Bü Bike В 2J 
介质 , 因 其 空间 网 络 具有 “分子 第 ”效应 ,可 按 咨 子 的 大小 分 离 。 

经 典 电泳 和 CE 有 三 种 基本 分 离 模 式 :等 速 分 离 \ 区 带 洗 晓 和 等 电 聚 焦 。 等 速 分 商用 不 连 
续 介 质 一 一 前 导电 解 质 工 和 终 未 电解 质 开 , 工 中 与 样品 同 号 的 高 子 最 快 而 了 中 的 最 慢 , 样 品 
居于 工 与 了 之 间 , 分 离 后 紧密 相连 并 以 中 同 号 离子 的 速度 迁移 :区 带 洗 脱 用 连续 介质 , 样 
品 按 各 自 的 V 独立 迁移 ,形成 分 立 的 区 带 ; 等 电 玄 焦 用 pH 梯度 介质 ,和 运 合 于 分 离 糖 蛋白 等 两 
性 离子 ,此 种 离子 的 jpw 随 pH 变化 ,在 等 电 点 pH Шрі 为 零 时 ,利用 pI 22 доз = оғ = 0 的 条 
件 ,可 使 之 停止 在 不 同 的 pH 处 。 这 三 种 分 离 均 始 于 移 界 电泳 ,区 带 脐 序 都 由 WV 决定 :VV 大 的 
在 前 ,V 小 者 居 后 。 详 细 过 程 示意 于 图 。 


电场 方向 
1 2 3 1 2 3 1 PH 变化 方向 з 
=0 £ ТЕ 58] 


81225 电泳 技术 的 基本 分 离 模式 
A— 移 界 分 离 ;B 一 一 等 速 分 离 iC 一 -区 带 尘 脱 1P 一 一 等 电 等 焦 上 :分 离 时 间 计 3: 电极 模 上 :任意 形状 分 高 室 


жаны ҚЗ» [Z2g > E= ,ZZ2 、 导 为 两 性 高 子 。 


1. 多 糖 的 滤纸 电泳 

中 性 多 糖 带 净 电 荷 少 ,导电 性 弱 , 在 电场 中 移动 速度 慢 , 常 采用 较 高 电压 或 电泳 时 间 稍 
长 ,才能 收 到 较 好 效果 。 

电泳 采用 的 缓冲 液 以 硼酸 盐 较 普 这, 因 糖 类 物质 中 的 相 邻 羟基 易 与 硼酸 离子 结合 ,生成 


碘 酸 复 走 , 以 增加 其 寻 电 性 。 根 据 多 糖 的 不 同 特点 ,也 常 采 用 醋酸 盐 缓 冲 液 . 巴 比 爱 缓冲 波 
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5. АМЕН ЕЕ ДЕК АН ХАН PE FIS ЕРЕН BE З 

2. 多 糖 的 玻璃 纤维 纸 电 泳 

正 璃 纤维 纸 :GB60 或 Whatman СЕ 83, 

БЕР РАР ЕЛ ИЕ СО. 025 mol/1) ,pH 10.2. 

Bet jfl p- Г ЕЛНАЗ С1 НЕ ЖЕН, ДОК ШІ ЗЕ ЕЕЕ). 

ЖЕР #FSE SE В HIRE 5 cm X20 сп. В СОГ О. ОЕК ИО ЧЛЕ cm x 
10 cm BJ BE ТАСА БОННИ ВЕ, =R: sa IP т 2 5636 Esen) ,然后 将 此 样品 纸 
ЖЕНЕВА ЕНЕ КЕНЖЕ 
1846. 80 V 电压 下 电 访 40 ша, ИҢ, НАШ Орь. 
МАЛЫ ЕНЕ. F 100 СНЕ 15 
min, 显 棕 黄 色 均 一 色 斑 .车 祥 品 不 均一 , 则 色 斑 较 宽 ， 
ЖЕ. 

s ЖЕН НЫҚ 28 cm X11 cm , ЖЕНА 
РЕСЕ А, 400 V 电压 下 电泳 30 тіп, ИН 
ЖЕРЕБЕСІ ЈА cm 宽 条 ,用 1 mL 水 洗 
六 ,用 酚 硫 酸 法 测 网 糖 舍 量 ,如 样品 纯 , 风 为 一 单 峰 。 _ нг отша 
若 样品 分 子 量 在 130 万 左右 ,在 上 述 条 件 下 ,峰值 位 于 
自 基 线 向 负 补 7.0 cm 处 ,如 图 2-26 所 示 。 

атыны а анына. 226 МИМАР НЕН 

ж ЖА, Fi АМЕН БИЗГЕ IH Ep 3 B 28 АЕ, 

如 电泳 中 温度 上 升 ,应 采取 冷却 装置 。 将 电泳 衫 放置 于 冰箱 中 进行 ,效果 也 较 好 。 

3. А ЛЕ АҢ 

栈 酸 纤维 薄膜 。 

МН. 0. 025 mol/L 的 碘 酸 盐 缓冲 液 ,pH 12.5. 

染色 剂 ,0. БЕН ЕЕ КЕНЕ. 

取 醋 酸 纤 维 薄膜 (2 cm Xx 8 cm)? 放 在 缓冲 液 中 朗 移 15 一 20 min。 取 出 膜 条 ,来 在 两 层 滤纸 
内 吸 去 多 余 的 缓冲 液 。 另 切 1 mm X5 mm 薄膜 漫 演 样 品 溶 液 约 1 1.10 ра), ЖЕЕ 
一 端 2 cm 处 ,使 膜 条 点 上 细 条 状 的 多 糖 样品 。 然 后 按 一 般 常规 电泳 方法 ,两 问 用 纸 拱桥, 电 
JE 250 У, КЕ 8] 20 піп. ИННА ГА, ЖЕҢЕ БЕ ИРКЕН НІ ДЕ 6, 10 min ,然后 在 
90% 的 乙醇 或 1% 的 酷 屋 中 涯 洗 , 坦 到 无 糖 区 底 色 陪 内 为 止 , 如 用 人 人 参 果 胶 (含有 半 乳 糖 醋 酸 
的 酸性 杂 多 粮 ) 染 色 得 蓝 色 色 斑 。 

4. БЫН Қ 

(1) ЕДЕ 8 (аратоѕе) ЕК 

琼脂 糖 制 板 (5.0 cm 7. 5 спа) ,0. 1 ст JE, P| BE О. 54 695 ВКЛЕЗ КЕОЕ 0.97 
ВЕЛЕВ 0. 06 то, 的 巴 比 妥 缓冲 液 (pH 8. 6) 22 0. 576 Я, 

у 0.0. 06 mol/L, 的 巴 比 肌 缓冲 液 或 0.05 mol/L. А52, ЕТ (рН 8.5) 

染色 液 (脱色 用 ): 可 用 醋酸 :乙醇 :水 一 0.1 :5:5。 

(258 PS 8 B R2 SE E Ж 
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ЖҮНІ k k ke es B F АЛАН ИННА СЕНЕР ЛЕЛЕРІ ЖАЛ, Б/Н 
ЖЕГЕН ПФ ЖАЛЫН ПЕ РУК, А ЕЕЕ Е А ЯЕ А, ЖОН ЛЕНТА, 
呈现 较 深 的 紫色 窄带 ， " 

Я. Tris-HCI ЖНЖ ,рН= 9.1. 

197. Pa By k. 

染色 剂 ЕВЕ w pa ño yi Kt) 5а, 

НЖЖ ВЕ. Е 500 V.B ik 2 mAay 管 ,时 间 2.5h。 

ЕЕ НРЛЕРЙЕНЕН ЖОН l n] ВРЕ Bye Mi G D ta ts, ААВ A 
О. ЗЕ By tek h, ЗАЛЕЗ Ya F Во ЗЕ SJ 205 БІНЕ ИЯ. ЕН W ZT 
色 。 

如 为 硫酸 软骨 素 类 ,可 用 0.1 咱 的 阿利 新 蓝 CAIcian blue) 在 0.6 mol /L. 的 HCL 中 染色 ,以 
后 用 7 上 的 醋酸 .0.6 то, НСІ Жу, 

ЖЕЛЕ ВЕНЕ АК ЖІБІН 9. 

5. 半 糖 的 高 效 毛细 管 电泳 

单 糖 在 水 溶液 中 解 离 能 力 极 差 ,必须 在 强 碱 条 件 下 才能 带 上 电荷 ,这 种 条 件 过 于 苛刻 。 
为 让 半 糖 能 在 较 低 的 pH 下 带 上 电荷 ,可 使 用 省 碘 酚 盐 的 电 湾 缓冲 流 。 确 酸 根 能 与 糖 上 的 产 
基 发 生 络 合 , 使 其 带 上 足够 的 负电 荷 ,以 实现 电泳 迁移 。 单 糖 上 尖 基 的 取向 与 数 晤 直接 影响 
单 糖 与 硼酸 盐 络 合 的 稳定 性 ,从 而 影响 其 电 蓓 量 , 即 不 同 单 糖 在 相同 介质 条 件 下 与 础 酸 盐 的 
络 合 物 具有 有 效 满 度 差异 ,这 种 差异 已 是 以 被 毛细 管区 带电 湾 所 分 辩 开 .用 拖 细 管区 带电 福 
分 术 单 糖 的 另 一 个 问题 是 单 糖 的 紫外 吸收 很 别 ,需要 采用 各 种 方法 使 其 带 可 检测 基 闭 。 例 如 
采用 车 胺 为 生生 试剂 使 单 糖 带 上 紫外 吸收 基 轩 ,效果 良好 ， 

在 206 nm 波长 下 采用 a- 北 胺 衍生 试剂 ,其 单 糖 生 生物 在 实验 装置 下 的 检测 浓度 可 达 
107% mol/L 或 更 小 。e- 蔡 胺 生生 方法 不 仅 适 用 于 醛 糖 ,也 适用 于 酮 糖 (包括 N- 乙 酰 气 基 糖 太 
糖 醋酸 ) 。 此 方法 操作 快速 简便 ,入 生物 与 过 量 视 生 试剂 的 分 离 极 为 方便 。 

нік ІІ НЕОЛ. НЕН НЕН, НЕКЕ ЕКЕ 
"4,І8і ЕЕЕ E F So m SA ph ЕВЕ АЭСА А ЕЖЕН pH ЖЕ. 

БИН РОК ИНЕ ЕН. S khi ВИРА Е — SF pH 增 吉 而 增 大 。 用 硼酸 缓 
冲 液 时 ,在 pH 3.00--3.75 之 间 有 一 较 好 的 分 离 结果 ,然后 分 座 度 随 PH 上 天 而 迅速 下 降 , 在 
PH 一 5 前 后 分 离 度 接近 零 ,pH 继续 升 高 分 离 床 又 增加 ,但 出 峰 顺 序 会 有 不 同 。 硼 砂 难 以 配 
КЕНЕНІ ЕЕЕ АМЕ рН 9. 5 一 10.5 之 闻 ,pH 继续 升 高 分 离 庆 下 降 ,出 几 变 慢 ， 
并 存在 CO; 干扰 问题 。 在 碱 性 条 件 下 ,PH ІНЕН ЖӘЕ ТН Ж БІЛТЕ ЕЕ ,所 以 在 碱 性 
条 人 忻 下 选 硼砂 为 好 ,但 在 酸性 条 件 下 应 选用 硼酸 ，。 

增加 绥 冲 液 中 硼 靶 盐 的 流 虚 ,能 比较 有 效 地 增 坤 分 离 度 ,不 过 单 精 出 峰 时 间 亦 有 所 延 
长 。 另 外 , 随 着 磺 酸 盐 浓 上 度 的 增加 ,电泳 电流 也 在 增 大 , 即 热效应 增 大 ,这 会 导致 基线 噪音 和 
漂移 增 大 、 贬 商 下 降 。 当 缓冲 液 浓 上 度 太 高 . 电 访 过 大 时 ,会 导致 分 离 下 降 ,甚至 产生 气泡 ,使 实 
Әй». БЕЛЫЕ ЕН ЕТЕ 站 一 100 mol /L 之 间 ， 

6. НЕЬ А ИНЕ БЕ ЕЕЕ 

酸性 多 糖分 子 在 一 定 pH 的 缓冲 体系 中 解 离 而 带电 ,带电 的 离子 在 电场 的 作用 下 向 一 
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系统 的 分 离 肪 的 深度 ,可 以 使 线性 酸性 多 糖分 子 像 奖 状 蛋 日 分 子 一 样 在 电场 的 作用 下 实现 
ЖЕ. ЖЕНТ ЕЛІ ОВАЈ РЕН ЖЕ ,在 高 PH 时 ,大 多 数 酸性 多 精 和 寡 糖 均 能 解 
离 , 当 pH 逐渐 变 小 时 , 解 离 的 分 子 越 来 越 少 , 当 pH 足够 小 时 ,有 些 多 糖 完全 不 解 离 而 沉淀 
下 来 。 等 电 聚 焦 就 是 根据 酸性 和 多糖 解 离 度 不 同 而 实现 分 离 的 。 

无 论 是 Tris- 盐 酸 不 连续 pH 系统 还 是 Tris- 硼 酸 -EDTA 连续 pH Же, ТЕЕ ВЕ Ја Н 
前 提 下 , 均 能 把 不 同 大 小 的 酸性 多 糖 或 寒 糖分 状 开 ,分 子 小 的 分 离 浆果 比分 子 太 的 好 ,但 在 
胺 浓度 相同 时 下 tis- 盐酸 不 连续 pH 系统 分 辨 小 分 于 酸性 等 糙 所 需 凝 胺 的 长 度 比 Tris- 碘 酸 - 
EDTA 连续 pH ЖҰЖ, 

两 种 电泳 系统 , 均 要 求 样 品 体积 要 小 ,一 般 不 超过 20 gL, 而 Tris-W 88 -EDTA 连续 PH 
系统 不 能 超过 10 kL, 否则 区 带 压缩 不 好 , 影 啊 分 辨 力 。 

此 法 不 适用 于 太 小 分 子 的 酸性 窒 粮 (四 糖 以 下 ,小 分 子 难 被 国定 。 

对 分 子 大 的 酸性 多 糖 ,采用 pH 高 的 两 性 电解 质 ; 对 分 子 小 的 ;采用 pH 低 的 两 性 电解 
FR. 可 用 pH 范围 较 大 的 两 福 电 解 质 预 电泳 来 估计 分 子 大 小 。 因 为 酸性 糖 不 是 两 性 分 子 ,一 
般 在 较 高 的 pH 条 忻 下 解 亢 , 因 此 加 样 尽量 在 阴极 进行 ,以 便 让 所 有 分 子 都 进入 胺 ,而 且 向 
阳极 移动 。 


五 ,多 糖 的 纯度 鉴定 


复合 多 糖 是 大 分 子 化 合 物 , 它 的 纯度 标准 不 能 用 通常 小 分 子 收 合 物 的 纯度 标准 来 奖 量 ， 
因为 即使 是 多 糖 纯 品 ,其 微观 世 是 不 均一 的 。 它 的 纯度 只 代表 某 一 多 糖 的 相似 链 长 的 平均 配 
布 ,我 们 通常 所 说 的 多 糖 纯 品 实质 上 是 一 定 分 子 基 范围 的 均一 组 分 .纯度 鉴定 通常 有 四 种 方 
法 : 比 旋 度 法 .起 离心 法 .高 压 电 泳 法 及 噬 胶 过 滤 法 。 前 三 种 方法 误差 较 大 ,所 以 必须 要 有 两 
种 以 上 方法 的 绪 虹 才能 肯定 其 均一 性 。 上 自前 最 常用 的 且 较 正确 的 方法 是 属于 第 四 种 方法 的 
HPLC 方法 。 

1. ЕНЕ 

不 同 的 多 糖 具 有 不 同 的 比 旋 度 ,同时 在 不 同 浓度 的 乙醇 中 具有 不 局 咨 解 度 , 所 以 如 多 糖 
水 溶液 经 不 同 浓度 的 乙 苹 沉淀 所 得 沉淀 物 具有 相同 比 旋 度 , 则 证 明 该 多 糖 为 均一 组 分 。 

2. 超 离 心 法 

微粒 在 离心 力 场 中 沉降 的 速度 与 微粒 的 密度 ,大 小 与 形状 有 关 , 如 果菜 一 多 糖 在 离心 力 
场 作 用 下 形成 单一 区 带 , 则 说 明 所 有 微粒 具有 相同 沉降 速度 ,也 就 宕 明 其 分 子 的 密度 、 大 小 
和 形状 相似 ， 

3. 高 压 电泳 法 

针 糖 在 电场 作用 下 , 按 其 分 子 太 小 ,形状 及 其 所 带电 荷 的 不 同 而 移动 不 同 的 距离 。 中 性 
多 糖 虽 不 带电 荷 ,但 它 的 分 子 中 若 有 顺 式 的 邻 二 带 ,就 能 与 硼砂 形成 复合 物 而 带电 荷 。 不 网 
多 糖 的 位 阻 因素 决定 了 多 糖 与 硼砂 形成 不 同 的 复合 物 , 所 以 在 电场 作用 下 ,多 糖 的 相对 迁移 
率 常 因 复合 物 的 不 同 而 不 同 。 载体 一 般 用 北 璃 纤维 纸 ,这 种 载体 电 渗 作用 较 大 。 对 于 中 性 多 
糖 , 它 的 硼砂 复合 物 的 电 渗 作 用 大 于 电泳 作用 ,所 以 其 总 的 电泳 方向 是 向 负极 移动 的 。 

琉璃 纤维 纸 上 点 样 浓度 很 重要 , 太 稀 不 显 色 , 太 浓 会 拖 尾 巴 ,所 以 必须 预先 试验 浓度 。 目 
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前 玻璃 纤维 纸 均 是 进口 的 , 昔 届 有 ЙІНЕ ЕРТ ЕЕ :但 事先 须 将 网 布 充 分 洗 淋 。 酸 
Е АР А ТЕ ЕЛВЕ Е Е КВК РЕВ З ОНОН ЛЯ Е КАЕ 

4. ЖИА 

ЕВРО ЊЕ МАГИЈЕ Т H РЕ А ЕЈ, ИН УАН 
ТЕВЕ ТЕ АЕА |], BONE АК РЕЗЕ МИБ 
8, ИЕН ЗЕЛ ИА, д АА РЕВО, ДИЗЕ НА л iH 2. НЕВЕ АТВ: ВГА 
м НАТ Е АТТ НЕТА ИГЫ Н с, ЕРЕН НАКЕ Я ЕЙ, 
误差 较 大 ;高 压 柱 雇 析 即 HPLC。 由 于 耐 高 压 台 成 凝 胶 的 出 现 ,HPLC 它 应 用 于 测定 多 粮 的 
纯度 , 它 有 具有 速度 快 .高 分 辨 和 重 现 性 好 等 优点 。 目 前 最 常用 的 商品 柱 是 py-Bondagel 柱 系 列 
和 TSK 柱 系列 。 这 些 柱 无 法 自己 装填 。 

凝 胶 装 柱 必 须 一 次 装 毕 ,这 样 柱 内 凝 胶 均 匀 。 平 衡 阁 速 不 应 大 于 展 层 流 速 ,内 容 物 ( 载 
体 ) 柱 高 与 直 和 多 之 比 应 在 20 一 30 之 间 。 样 品 展 层 实 毕 后 ,记录 洗 陪 眉 积 阅 ( 即 记录 仪 上 上 贬 尖 
的 保留 时 间 ) ,然后 将 Dextran2000 或 蓝 色 葡 聚 糖 及 葡萄 糖分 别 相继 上 样 ,应 控制 条 件 与 样 
品 展 层 一 致 。 分 别 获 得 的 洗 聪 导 积 称 为 空 体积 Vo。 和 总 体 积 V,。 样品 洗 陪 体积 VY МГУ». 
小于 TV.。 如 果 , 所 ;说明 瞪 胺 选择 错误 ,使 之 纯度 鉴别 的 结果 也 不 正确 ,应 重新 选择 
Ѕерһадех С-150 或 G-200, 莽 至 Sepharose?2B ЖНХНИЕЕЮ ШЕРУ, BE] RE US BH S£ e ut Е 
14, А берһайех G-75 %5С-50, ЗАҢ N RE e, Ж ЕЕЕ S ph pe ma By SE ВЕ, 


六 、 多 糖分 子 重 的 测定 


1. 测定 多 糖分 子 量 的 方法 .原则 

多 糖分 子 最 的 测定 是 研究 多 糖 性 质 的 一 项 重要 工作 。 多 糖 的 性 质 往往 与 它 的 分 子 量 大 
小 有 关 , 例 如 ,多 糖 溶 液 的 粘度 不 但 随 浓度 的 增 大 而 升 高 ,而 且 与 多 糖分 子 量 大 小 有 关 , 一 般 
说 来 ,分 子 量 增 大 粘度 增高 .在 生物 学 研究 中 ,发 现 某 赃 多 糖 由 于 分子 量 大 小 方面 的 差别 ,其 
所 产生 的 某 些 效应 有 一 定 差 异 。 以 右 旋 糖 本 为 例 , 右 族 糖 村 CDextran) 蚌 由 细菌 
Leuconostoc mesenteroides ,简写 为 L. m. ) 所 产生 的 志 糖 , 单 体 分 子 均 为 葡萄 糖 。 分子量 在 
10 2-20 万 的 右 旋 糖 栈 使 红 细 驳 聚集 成 强 钱 状 的 作用 极为 明显 ,而 分 子 量 2 万 一 4 万 的 右 
旋 糖 本 ,对 红细胞 不 但 不 起 聚集 作用 ,相反 还 会 使 聚集 的 红细胞 解 率 。 多 糖 对 红细胞 起 豆 集 
和 和解 聚 作用 ,这 不 但 存在 于 右 旋 糖 本 ,不 同 分 子 量 大 小 的 关 乙 其 淀 粉 、 敌 里 基 淀粉 和 一 些 果 
胶 等 物质 亦 具 有 类 似 情 况 。 

由 于 不 同 分 子 量 大 小 的 多 糖 具有 不 同性 质 , 在 多 糖 的 应 用 中 ,如 以 其 作为 试剂 应 用 于 基 
些 实验 时 ,往往 需要 在 它 的 分 子 量 大 小 方面 做 选择 。 比 如 从 血液 中 分 离 白细胞 ,血小板 等 ,可 
使 用 分 子 量 较 大 的 右 旋 糖 醋 或 状 乙 基 淀 粉 ,使 红细胞 聚集 ,便于 从 血液 中 提取 白 细 殉 和 血 小 
板 等 成 分 .又 如 多 糖 在 医疗 应 用 中 治疗 某 些 血栓 性 疾患 ,如 置 心病 、 脑 血栓 、 血 管 闭 塞 性 静脉 
炎 等 ,可 选用 低 分 子 生 的 右 旋 糖 酝 或 产 乙 基 淀 粉 , 因 为 它们 具有 解 聚 细 驳 的 作用 和 直接 改善 
毛细 血管 血循环 的 作用 .可见 ,不 论 是 在 多糖 性 质 的 研究 ,还 是 在 它 的 用 途 等 方 而 ,都 涉及 到 
分 子 其 方面 的 问题 ,并 往往 需要 测定 它 的 分 子 量 , 因 而 测定 分 子 量 成 为 研究 和 制备 多 糖 的 一 
项 经 常 性 工作 。 

测定 多 糖分 子 量 时 ,为 了 避免 因 存 在 杂质 影响 测定 结果 ,需要 把 检测 的 样品 (简称 样品 
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或 检 样 ) 适 当 提 纯 . 用 于 分 子 量 测定 的 样品 ,纯度 要 求 虽 然 不 十 分 高 :但 至 少 要 满足 以 下 几 个 
要 求 ， 

(1) 去 除 杂 质 和 水 分 ; 

(2 把 不 同化 学 结构 的 组 分 相互 分 开 ,使 它们 在 测定 分 子 基 的 过 程 中 不 相互 干扰 。 例 如 
某 些 L. т. 萝 株 在 蘑 将 培养 基 上 发 酵 ,同时 可 产生 两 种 溶解 度 不 同 的 右 旋 糖 醋 ,一 种 称 为 5- 
右 旋 糖 配 , 另 一 种 为 瑟 右 旋 糖 酬 ,前 者 易 湾 于 水 ,后 者 水 溶性 较 差 。 这 两 种 右 旋 糖 上 时 的 化学 
结 梅 ( 此 处 指 单 体 分 子 间 链 的 配 位 ?和 分 子 量 大 小 都 是 存在 一 定 羞 措 的 ; 

《3 把 不 同 分 子 量 大 小 的 组 分 相 豆 分 开 . 以 美国 的 NRREL-L. m. -B512 菌 种 为 例 ,此 菌 在 
芒 糖 培养 基 上 可 同时 产生 两 种 不 同 分 子 量 大 小 的 右 旋 糖 酥 ,这 两 种 右 旋 糖 配 的 分 子 量 相差 
较 基 殊 , 组 分 I 占 发 酵 物 的 大 部 分 ,分 子 量 可 这 百 万 ,而 组 分 II 占 小 部 分 ,分 子 量 仪 数 万 。 这 
两 组 分 的 化 学 结构 ,基本 上 是 一 致 的 。 

在 用 某 些 方 法 进行 测定 时 ,需要 先 将 小 分 子 量 的 盐 和 单 粮 除去 。 提 纯 包 糖 的 方法 :可 选 
用 合适 的 有 机 洲 剂 ,加 乙醇 , 力 醇 、 丙 鞍 等 , 配 成 话 当 浓度 的 水 溶液 作为 沉淀 剂 , 反 复 多 次 将 
所 要 提纯 的 多 糖 沉 淀 。 包 糖 的 纯化 亦 可 用 透析 法 、 凝 胶 色 谱 法 、 想 速 高 心 法 等 。 去 除 多 糖 的 
水 分 可 采用 烘 焰 法 ,但 烘 烤 温度 不 能 过 高 ,以 防 焦 化 ,因此 一 般 采 用 低温 减 压 的 方法 去 除 残 
留 水 分 , 某 些 包 糖 所 含 的 水 分 不 易 全 部 除去 ,例如 右 旋 糖 醛 在 威 压 下 烘 烤 或 在 常 压 下 t104 土 
1) 它 类 续 烘 烤 6 h, 虽 已 可 达到 恒 重 , 但 用 卡尔 。 费 休 水 分 测定 法 证 明 它 仍 合 0.3%% 的 残留 水 
分 ,此 0.3% 的 水 分 已 不 易 去 除 ,但 对 其 分 子 量 测 定 的 影响 不 大 。 

带 用 于 多 糖分 子 晤 测定 的 方法 有 渗透 压 法 、 燕 气压 渗透 计 法 、 端 基 法 , 烙 度 法 、 光 散射 
法 , 癣 腕 色谱 法 和 超过 滤 法 等 。 由 子 设备 和 操作 等 原因 ,目前 超 离 心 法 测定 分 子 基 在 名 糖 分 
子 量 测定 中 应 用 不 多 。 

由 人 为 加 工 的 高 分 子 职 合 物 ,一 般 来 说 分 子 量 是 不 均一 的 ,多 糖 的 分 子 量 分 布 一 般 比 较 
分 散 , 所 以 一 般 所 称 的 分 子 量 是 分 子 大 小 的 羊 均 数 , 即 平均 分 子 量 。 一 个 分 子 量 较 分 散 的 样 
品 , 若 用 不 同性 质 的 分 子 量 测定 法 测定 它 的 分 子 量 ,其 结果 往往 存在 一 定 差异 ,用 渗透 压 法 ， 
燕 气压 涂 透 计 法 和 端 基 法 测 得 的 分 子 量 是 属于 数 均 分 子 量 41,) 性 质 的 ,用 光 若 射 法 测 得 的 
样 晶 的 分 子 量 是 属 重 均 分 子 量 ( 了 到.) 狂 质 的 ,而 用 粘 庆 法 测 得 的 分 子 量 则 称 为 粘 均 分 村 量 
C34,) 。 下 面 把 这 三 种 不 同性 质 的 平均 分 子 量 的 含义 和 计算 做 简单 说 明 。 

数 均 分 子 基 的 合 义 可 以 用 下 式 表 达 : 

M,=W/2;N, 01) 
жуу НВ НИН TEK В Р, Нг 级 的 重量 为 
Wi, 此 分 级 的 分 子 基 为 Mi、 所 会 的 分 子 数目 为 Ni,; 则 


W= 2 W, (2) 
或 W,= М,М; (35 


将 式 (4) 代 入 式 (1) ,得 
M.= Zi NM/ ZN: (5) 
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假定 有 一 个 高 分 子 深 液 , 它 含有 100 个 分 子 最 为 10 .100 个 分 子 量 为 10 和 100 个 分 子 量 为 
10 的 分 子 ,那么 它 的 数 均 分 子 量 为 ， 


М 100 103--100Х104--100 X 10° 
" 100 十 100 十 100 


从 M, 的 计算 可 以 看 出 数 均 分 字 量 可 视 为 样品 组 分 中 大 小 分 子 的 算术 平均 数 。 
重 均 分 子 基 的 含义 可 以 用 式 (6) 表 达 : 


M.,= Хм! 27, (6) 


= 3.7х10* 


将 式 (3) 代 入 式 (6) ,得 


了 = 了 > 了 NaMBADINd (7) 
НАСА ЕНЕ. 


M. = _ 100x (104100 (1032100 (10522 
7% 100104100 х 10*--100х10° 


==9.1210* 
kh 5 TB а У ШЕЛ ТАНЯ ЯН, а (13). 
ЖЕЕ ЕЛ E| РЕ по БЕРЕКЕСІ), У Mark-Houwink 经 验 式 
[71=км" (8) 

或 M=~ [7]/K 
计算 样品 的 分 子 量 , 玉 和 = 是 两 个 参数 ,其 数值 与 样品 的 化 学 结构 、 所 用 的 溶剂 和 实验 温度 
等 有 关 。 

如 果 有 一 个 祥 品 ,经 过 分 级 划分 ,其 i 分 级 的 特性 粘度 为 [7ji, 则 


[7 = KM: f (9) 
5 (9)38 U W, . 
е“ ИК М? - W; 
或 [7J,= KM? + W,/W, 
[1]=K 52м: Wi/ 2 W, а» 
СА (109,48. 
= к 20м 5м, а) 
ММ. ІН М.Я А 
[7]=KM: (122 


0128311), Fil, 

км-кХОммт/22мм; 

ML 一 (ZONE SO NM) аз) 
зоа УНЕО, MURAH ЕИРЦ 2609 тана Bth ei REY 
液 , 面 右 旋 糖 梧 溶 液 在 以 水 为 溶剂 和 在 25 C Fú a 值 常 在 0. 50 左右 ,以 a 等 于 0. 50 计算 该 


m r FIS WK М,, 
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1002541015 +100 OOD L100X (10955 ]1Ñ 
100Х191--100Х104--100Х105 


-“8. 610% 

通过 上 面 所 举 的 3 TFS B| ТАННІН НА ТЕН А дЕ [Е] ГН 
分 子 量 ,其 测定 结果 是 有 一 定 差 别 的 。 三 种 测定 分 子 其 的 方法 ,以 М. ве, М, НМ. 小 ,但 
二 者 比较 接近 ,三 者 中 一 般 以 本 , 为 最 小 。 上 例 的 酚 , ЕМ, НЯН М.М, = 9.125 10%/3.7х 
10 一 2.46, 比 值 比较 大 ,这 是 由 于 该 高 分 子 溶 液 中 的 胶体 分 子 的 分 子 是 比较 分 散 。 如 果 样 品 
中 的 胶体 分 子 大 小 比较 殉 匀 , 则 M. 23 M, 的 比值 应 当 较 小 或 接近 于 1; 如果 样 品 的 分 子 量 组 
分 是 均一 的 ,那么 二 者 比值 应 当 等 于 1。 因 此 ,M。 与 对。 的 比值 常用 作 检 验 祥 品 的 分 子 量 分 
布 是 否 均 匀 的 一 种 蕴 标 。 

如 上 所 述 ,多 糖 的 分 字 量 一 般 是 不 均一 的 ,用 不 同性 质 的 测定 方法 ,所 得 结果 不 免 存在 
差异 ,因此 在 说 明 多 糖 的 分 子 量 时 ,应 当 把 测定 方法 的 性 质 说 有 明 , 例 如 ,Mw 一 45 000 或 
M.=32 000, 

2. 漆 透 压 法 测定 多 糖分 子 晤 

利用 膜 滩 透 压 计 (Cmermbrane ostmometetr ,简称 MO 仅 ) 可 以 测定 分 子 量 范畴 在 1 万 一 50 
万 之 间 的 多 糖 的 分 子 鞭 。 本 法 不 需 用 标准 品 。 

如 果 把 多 糖水 溶液 装 在 半 透 膜 制 成 的 透析 牧 内 ,和 八 外 为 溶剂 (水 ) ,那么 水 分 子 可 以 自由 
通过 半 先 用 , 多 糖分 子 则 不 能 通过 透析 腊 , 因 此 和 找 内 的 多 糖分 子 必 将 吸引 更 多 的 水 分 子 滩 入 
护 内 ,从 面 形成 一 定 的 浴 静 压 , 渗透 压 可 用 大 气压 [1 大 气 于 二 101 325 Pa( 柏 斯 卡 )J 表 示 ， 它 
与 溶液 中 的 溶质 分 子 数 有 关 , 可 以 用 范 特 荷 甫 分 式 表示 ， 

xV =nRT 
式 中 ХҰНАНЫУ 为 深 渡 体积 ,n 为 深 液 克 分 子 数 ,R 为 气体 常数 ,7 为 绝对 温度 。 
а= МИС УС 为 样品 重量 ,i 为 分 子 量 ) ,将 其 代入 上 式 ,简化 后 得 


м= Ё ео 


КЕ 
С -- 
ВЕТА УШ АЛЕН ТЕ А ВЕЕТ ВЕ D Вр. 
ЕТ 
с ; 
азр ЕТЕ ЕЖНАЕАНЖЕОЛТЯ МЕ Ы 38 RE ВО Т С, 1 ДЛ 3А nË 
平衡 ， 
渗透 压 法 成 功 的 关键 是 找到 合适 的 半 透 膜 ,要 求 空 阶 率 较 大 而 筷 度 均匀 ,并 有 一 定 强 


М, =| 


М-- (2) 


度 。 
MD 仅 测 定 比 较 费 时 , 宜 一 次 准备 多 个 样品 , 旺 夜 连续 进行 测量 ,可 以 用 一 次 的 基线 数 
据 。 
з. ЖА Finn) S a yy 
ЖІ ПЕН Cyapor pressure osmometer; 简 称 VPO 仪 ) 可 测定 分 子 曹 范 围 在 500 
一 10 000 之 间 的 多 糖 的 分 子 量 。 该 方法 简单 ,快速 ， 
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温度 (了 T) 作 图 表示 , 则 可 得 图 2-27。 从 图 可 以 者 到 ,在 
藻 气 压 达 到 平衡 的 - -个 体系 中 ,溶液 的 温度 要 高 于 汪 
剂 的 温度 ,才能 使 两 者 的 蒸气 讨 相 等 。 而 在 一 定 诊 度 
时 洲 滚 比 溶剂 高 出 的 温度 又 和 溶质 的 分 子 量 有 关 ,。 TE 
据 拉 乌 尔 定律 ,可 得 如 下 公式 ， 


к. С, 
М=К + x 


式 中 对 为 溶液 中 溶质 的 分 子 量 , 开 为 溶剂 常数 (可 以 图 2?-27 Яңжоу тан 
用 已 知 分 子 量 的 标准 物 测 定 而 求 得 ),C ИСНЕ ВЕ 
(mg/kg), AT 为 溶液 比 溶剂 提高 的 温度 。 因 此 用 VPO ХВАТ 后 , 即 可 计算 出 分 子 量 。 因 
本 法 与 溶液 中 的 粒子 数 有 关 , 故 得 到 的 多 分 散 祥 品 的 平均 分 子 量 为 数 均 分 子 量 。 

用 燕 气 正法 测定 一 定 范围 内 的 分 子 量 , 优 点 基 快 速 简单 ,但 选用 标准 时 要 注意 ,最 好 是 
已 知 分 子 基 的 同一 类 物质 , 求 得 稳定 的 K 值 后 再 进行 样品 的 测定 。 

样品 中 不 能 含有 NaCl、 季 和 萄 糖 等 小 分 子 物质 ,否则 所 得 均值 偏 低 。 

4. 端 基 法 测定 多 糖分 子 最 

用 端 基 法 测定 分 子 量 的 基本 原理 是 :测定 单位 重量 样品 中 所 含 可 测 端 基 之 数 , 即 每 克 检 
祥 的 可 测 端 基 的 充当 量 数 或 是 每 毫克 中 的 毫 充当 量 数 , 从 而 计算 检 样 的 分 子 量 、 情 如 ,对 基 
一 种 多糖 的 分 子 结构 , 业 己 明确 和 姑 道 它 每 一 个 分 子 链 含 有 一 个 可 测 端 基 利 每 毫克 中 所 洛 的 
可 测 端 基 为 4(mMN) ,那么 ,该 多 糖 的 分 子 量 应 该 是 1/4 НГА, ен ГАХЕ Е УЕ 
蛋 量 中 所 含 可 测 端 基 的 毫克 当量 数 的 倒数 。 在 用 端 基 法 测定 分 子 量 时 ,分 子 量 计 算 的 通 式 
为 , 检 样 重量 mg/ 可 测 端 基 C(mN) 二 检 样 的 分 子 嫩 CM.)。 

ЖЫНЫ ЕМЕН ЖӘНЕН НЫ НІП КА: 

О-Н А Ир JJ ЕТЕНЕ ТИЕ ЕЖН-жЕ ЕЕ ОТ 
法 对 该 端 基 做 定量 分 析 。 

鲍 检 样 的 每 一 个 分 子 链 所 含 可 测 端 基 的 数目 不 但 须 明 确 , 而 且 应 固定 不 变 。 

大 涩 数 多 糖 具有 可 测 的 还 原 性 半 缩 醛 端 基 团 , 对 这 类 多 糖 ,可 采用 不 同 的 氧化 法 进行 分 
桥 测定 。 在 分 析 测 定时 往往 需要 用 一 个 已 知 分 子 量 的 参 比 物 ,而 且 参 比 物 的 化 学 结构 需要 与 
祥 品 的 化 学 结构 相仿, 因为 其 不 同化 学 结构 的 高 分 子 物质 虽 具 有 类 似 的 还 原 福 基 团 , 但 其 化 
学 性 质 在 程度 上 往往 存在 莹 异 。 例 如 在 测定 淀粉 的 分 子 量 时 ,往往 以 老 伞 糖 必 和 参 比 物 , 而 测 
定 古 旋 粮 醋 的 分 子 量 时 ,用 异 考 芽 糖 作 参 比 物 比较 合适 ,因为 前 者 的 询 萄 糖 基 则 是 以 a-1->4 
连接 的 ,而 后 者 者 是 a-1-x6 连接 的 聚合 物 。 

与 其 他 的 分 子 量 测定 溢 相 比 ,用 端 基 法 测定 少 糖 分 子 量 ,所 需 羽 器 设备 较为 箱 单 , 也 不 
需 采 用 过 个 浓度 测定 ,再 无 限 稀释 ,用 做 图 外 推 法 去 计算 样品 的 分 子 量 ,因而 在 多 糖分 子 重 
测定 中 径 常 应 用 它 。 但 本 方法 在 实际 应 用 中 受到 某 些 因素 限制 .除了 上 述 的 对 检 术 化 学 结 
构 方 面 的 要 求 外 ,对 分 子 量 较 大 的 样品 应 用 本 方法 蚌 不 适宜 的 。 因 为 在 端 基 法 分 子 量 测 定 
中 ,往往 采用 容量 法 或 重量 法 ,而 分 子 量 较 大 的 多 糖分 子 , 相 对 地 说 在 单位 重 最 中 所 含 可 测 
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端 基 之 数 比 较 少 ,这 使 分 析 测 定 受 到 一 定 影响 ,一般 认为 ,分 子 基 达到 2 万 至 3 万 时 ,实验 误 
ЖАТА! 205. Ж ,如果 有 芍 多 糖 其 端 基 团 须 径 过 化 学 转化 方 可 做 测定 的 话 ,那么 
转化 反应 必须 完全 , 且 转 化 中 不 产生 峰 聚 作用 ,否则 都 将 影响 测定 结果 。 下 面 介 绍 几 种 常用 
的 测定 多 糖 还 原 端 基 的 定 景 分 析 方 法 。 

(1)3,5- 二 确切 水 杨 酸 比 色 法 

本 方法 是 利用 还 原 克 与 3,5- 二 宵 基 水 杨 酸 反应 时 产生 颜色 来 进行 分 析 的 .测定 检 样 时 ， 
用 一 个 已 知 分 子 量 和 已 知 浓度 作 和 参 比 ,经 过 比 色 ,计算 检 样 的 分 过量 。 

(2) 大 性 钢 盐 试剂 反应 滴定 法 

以 Somogyi 氏 碱 性 铜 盐 试 剂 氧化 还 原 糖 的 方法 测定 多 糖 端 基 的 半 缩 醛 基 团 , 从 而 计算 
Шеті. 

(ЗЕ АННЕ АА (супоһуагіп) ХЕ РЕ 

ЫРУ УЛЕБ У, ҚЗ ЛЕН  СРСНОНСМ, ЖЕЖ PF F fb SU BZ zK 
Ж.Н. 


Мон 


PCHO ““>PCHOHCN NH, Á 
ЕненңниЕНКЕМЕНРЕН РН ЗЕ pi TN xE ЕКІН y SE EE ЖЕНІС ЖЕЛІМ 
ЖЕНГЕН. АПОТЕКА РЕАЛ ТАЛЕ. 

5. БИН 

粘度 法 测定 分 子 重 ,所 需 设 备 较 简 单 ,操作 较 易 掌握 ,因此 常用 于 多 糖 的 分 子 基 测 定 。 如 
上 文 所 述 , 粘 度 法 分 子 量 测 定 ,先是 测定 样品 的 特性 粘度 [中 ,然后 通过 换算 方程 , 邯 经 验 式 
[7]=K - M" 计算 分 子 量 。 

洲 滚 的 粘度 (7 一 般 瑚 这 液 浓 庆 的 递 升 而 增高 。 溶 液 粘度 应 该 比 纯 溶 齐 粘 度 57go) 为 高 ， 
二 者 的 比值 (?/z) 称 为 相对 粘度 []。。 洲 液 的 相对 粘度 常 以 溶液 和 溶剂 在 粘度 计 中 的 流出 
时 间 之 比 (7VT。) 桔 示 。 深 滚 与 这 剂 之 和 癌 的 粘度 盖 (7 一 名) 与 溶剂 粘度 的 比值 [3 一 %)A 或 
有 -可 , 称 为 载 比 粘度 (ye)。 单 位 浓度 的 增 比 粘度 称 为 比 浓 粘度 т/С.С AW JK EF А 
位 为 g/100 mL。 检 样 的 特性 粘度 为 检 样 溢 滚 在 极度 稀释 时 的 比 浓 粘 度 Cpp/C ,CO0) 。 

推导 某 一 种 多 糖 的 特性 粘度 一 分 子 量 换算 方程 ,实际 上 是 测 求 Mark-Houwink 经 验 式 
ФК а 两 个 参数 。 

将 该 多 糖 按 分 子 量 大 小 分 为 若干 分 级 ,必要 时 将 该 多 糖 进行 部 分 水 解 , 将 水 解 液 分 级 划 
分 ,以 便 取得 一 组 分 子 量 不 同 的 分 级 物 . 在 同一 条 件 ( 溶 剂 ,实验 温度 等 ) 下 ,分别 测 取 它 们 的 
特性 粘度 [中 ,并 用 光 散 射 法 (或 其 他 方法 ) 分 别 测定 它们 的 分 子 量 Cad) 。 然后 把 这 二 组 数据 
《[7j; 和 Mi) 用 最 小 二 乘法 或 是 把 它们 分 别 换算 成 对 数 后 作 lgiM;-log[3j; 图 (以 lgMi ЖА 
标 ,lg[7]; 为 横 华 标 》, 可 得 一 直线 ,延伸 后 与 纵 轴 相 交 交 点 的 截 距 为 lg 天 ,直线 斜率 为 a, 求 得 
下 和 a 值 后 ,代入 Mark-Houwink 经 验 式 , 即 为 该 多 糖 的 特性 粘度 一 分 子 量 换算 方程 。 

使 用 换算 方程 时 务必 注意 下 列 各 点 : 

个 某 多 糖 的 欣 算 式 只 适合 于 该 多 糖 ,如 前 文 所 述 , 不 周 种 类 或 不 同化 学 结构 的 多 糖 , 它 
109 K 值 和 ze 和 值 往往 有 差异 ,因此 多 糖 A 的 换算 方程 不 能 用 于 网 糖 8 的 分 子 景 换算 。 

名 样品 的 特性 粘度 测定 所 采用 的 实验 条 件 , 务 必 与 推导 换算 方程 时 所 用 条 件 相 一 致 。 
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亦 可 能 有 差异 ,因此 检 样 的 分 子 其 分 布 状况 需 与 推导 算式 时 所 采用 的 相 一 致 或 相 莹 不 太志 。 

里 分子量 换算 方程 有 其 一 定 的 换算 范围 ,超出 此 范围 ,换算 到 的 分 子 量 值 有 一 定 偏 盖 。 
ЖЕЛІН ЕНЕМЕ” 图 中 的 直线 范围 内 ,车 祥 品 的 特性 精度 超出 此 直线 范围 ， 
则 不 适合 做 该 祥 品 的 分 子 景 换算 ,对 某 一 多糖 来 说 , 它 可 以 有 多 个 分 子 量 搁 算 式 ,如 方程 太 
适用 于 分 子 重 1 万 一 10 万 的 换算 ,而 方程 B 用 子 分 子 量 9 万 全 20 万 的 换算 。 

6. 高 效 液 相 鱼 谱 法 测定 多 糖分 子 量 人 1) 

高 效 液 相 色 谱 技 术 中 ,利用 凝 腔 和 孔 度 来 排 阻 特定 大 小 分 子 的 方法 ,被 称 为 排 阻 色谱 法 或 
凝 胶 奖 透 色谱 法 (简称 GPC) , 按 这 种 方法 分 离 样品 时 ,样品 分 子 与 国定 相 表 兽 之 间 无 相互 作 
Е.Е НЫНА ЕНЕ А СРС 柱 填料 颗粒 疝 孔 而 达到 往 分 天 小 分 子 的 目的 , 因 
些 也 叫 分 子 蜂 。 大 分 子 通 过 所 PC 柱 时 ,完全 被 排 阻 在 填料 网 孔 之 外 ,只 能 在 孔 院 间 的 禧 剂 中 
流 过 ,这 时 柱 上 洗 脱 的 体积 为 Yo 小 分 子 则 可 以 完全 自由 地 进出 于 填料 颗粒 网 孔 内 的 溢 剂 
中 5( 孔 体积 VD , 它 从 柱 上 的 洗 脱 体积 太一 Yo 十 六 在 选择 性 渗透 范围 内 的 大 小 浓 质 分 子 , 其 
ЕНУ, — ЖЛЕ V, 与 Wo 2.8]. V,.V,.V. 三 者 关系 如 下 起 ; 

Ye=Vof (K, + V;) , 

式 中 Ks 为 分 配 系 数 ,表示 该 溶质 分 子 能 达到 的 那 部 分 阅 孔 内 的 溶剂 体积 与 填料 颗粒 网 孔 深 
剂 总 体积 之 比 , 即 


Ка (V.—V.)/V, 
Ж СРС 中 它 表示 溶剂 的 特性 常数 。GPC 法 的 示意 图 如 下 : 


Л-/С(109 mL /g) 


° — 


С(в/100 mL) 


2-28 ”测定 特性 粘度 时 n, /C—C ЕҢ 


对 于 完全 被 填料 甘 粒 网 孔 排 阻 的 大 分 子 , 因 为 VY.=Vo, 则 Ks 二 0; 对 于 能 自由 进出 网 孔 
的 小 分 子 , 因 为 VY ,二 Vo 十 Vi, 则 Ks 二 1, 在 特定 的 GPC 体系 中 ,Ks 还 随 柱 的 天 小 或 形状 而 变 ， 
КаК’. КВТ 0 一 1 ШО ЕНЕ. 

若 天 es>>1, 则 肯定 有 另外 的 机 制 在 起 作用 ,例如 溶质 与 填料 发 生 吸 附 ,或 使 用 混合 溶剂 
时 , 凝 胶 内 的 溶剂 组 成 与 流动 相 的 溶剂 组 成 在 化 学 性 质 上 有 较 大 差异 .高效 凝 胶 填料 一 般 由 
刚性 和 半 财 性 的 材料 制 成 ,如 果 把 填料 放 在 显微镜 下 观察 ,可 以 看 到 表面 具有 一 定 网 孔 的 大 
小 颗粒 ,粒度 为 10 pm 或 为 更 小 的 莫 珠 ,因而 有 一 定 比 表 而 、 孔 容 和 我 径 分 布 。 和 孔径 林 以 从 2 

55 


—250 nm。 分 子 量 小 十 1 000 时 月 6 пт 就 可 以 ,孔径 为 400 nm 时 ,分 子 量 为 了 X105 也 不 被 
НЕЕ, ,所 以 分 子 量 的 测定 范 鲜 很 宽 。GPC 填料 性 能 有 朴 水 性 的 ,如 交 联 聚 革 乙烯 ,常用 子 分 
离 分 级 脂 溶性 高 分 子 化 合 物 ; 也 有 亲 水 性 的 紧 胶 (家 2-11) ,常用 于 分 离 水 溶性 高 分 子 化 合 
物 , 如 蛋白 质 . 酶 和 多 糖 等 。 

3⁄2-11 GPC 水 溶性 填料 


型 = 填料 的 成 分 

Gap f ГЕГІЛІГІЛІЕН 

Віо-СеіА pa IB 48 ВЕ 

Porasil 去 活化 多 乳 奉 胶 

Bondagel 8 3HEERE  SI(RO CH; 

Lonpak а А Е А74 E 

ОНрак 244: 1.25-3 4 

Sephadex еа) 


БЕА t apu Т НЫНА УЕ Топрак ЖЖ TSK 系 的 柱 。 
Іопрак ЖЁН E3E Н РУТЕ, НКИ, ТӨК 系 柱 既 可 以 分 离 重 白质 ,又 可 以 分 
离 多 糖 ,用 缓冲 液 ( 如 磁 酸 盐 缓 冲 液 ) 做 洗 脱 剂 。 这 两 类 都 有 商品 柱 人 日 本 昭和 电工 生产 ), 见 
表 2-12 和 宕 2-13， 


Ж2-12 Lonpak ЙЫН 


н 5 最 大 压力 KMPay》 应 Ж 
Lonpak S-801 3 Бақ ЕА ря) 
5-802 оз | mW жа =mai 

S-803 3 | Е.ШН.Ң ЕЖ 

5-804 500 900 3 |. 338. ше. ЕЖ 

5-805 5 000 000 3 ел.ет. ЕЖ 

I S-806 50 000 000 н.т. ЕЖ 


Ж2-13 TSK 系 商 品 柱 


蛋白 质 


~ 00-2 ік Ода/ап 
ТЕК G20005W 500--5 万 ей 2. 18 000 SHE. 200. 
0 30 -- m 
G3000SW 1 000-30 万 多 糖 .核糖 体 等 
G4000SW 5 000—40 27 5 000—40 万 16 000/m 


ЕЕЕ E PE BB E ТЕРЕН Ж ЕНЕ ЕГО ,通常 在 30 min 内 完成 一 次 分 析 。 
这 就 使 GPC 法 测定 分 子 量具 有 比 超速 离心 沉降 法 和 经 典 的 柱 色 谱 法 更 为 快速 的 优点 ,这 对 
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水 溶性 高 分 子 化 合 物 如 多糖 、 蛋 白质 和 醒 等 分 子 基 测 定 特别 有 利 , 在 很 短 时 间 内 不 易 受 霉菌 
的 污染 或 避免 蛋白 质变 性 和 酶 的 失 活 ， 

在 高 效 渡 和 色 谱 的 司 定 相 中 , 淘 胶 填料 相对 地 较 软 ,使 用 时 须 特别 注意 不 要 超过 额定 压 
力 ; 以 免 改变 厌 来 的 和 孔 度 太 小 ,为 了 减 小 压力 尽 基 采 用 低 粘度 的 溶剂 ,如果 样品 不 怕 热 的 话 ， 
也 可 以 适当 提高 柱 温 ,使 粘度 减 小 . 柱 压 降 低 , 以 加 快 分 离 速度 。 

要 注意 样品 , 柱 填 料 和 洲 剂 之 间 的 相 容 性 ,以 免 发 生 沉 淀 而 把 柱 堵 塞 , 为 抑制 细菌 生长 ， 
洗 脱 宰 中 常 加 入 0. 01 ЕЕ ЫН. 所 用 的 洗 脱 剂 一 定 要 用 0.5 pm 微 孔 薄膜 过 滤 ,或 用 G- 
6 耐酸 漏斗 过 滤 。 

按理 凝 胶 色谱 填料 的 表面 与 样品 分 子 间 无 相互 作用 ,但 实际 上 两 者 不 可 能 都 是 悄 性 的 。 
在 水 做 溶剂 时 ,分 子 量 104 一 10 КН 5 ЕДЕ p-Bondagel 柱 上 的 保 灸 时间 预计 该 在 
8—9 min ,实际 却 在 6.5 min 左右 ,其 分 子 基 比 超 离心 的 高 一 个 数量 级 。 这 可 能 由 于 带 酸性 
基 团 的 分 子 不 易 进入 预期 太 小 的 孔径 内 ,而 表现 出 被 排 阻 在 外 的 现象 ,用 一 定 该 度 的 盐 济 液 
Жұман ,此 种 情况 有 所 改善 .因此 ,多糖 的 分 子 构 型 .带电 荷 情况 等 在 选择 色谱 条 件 时 都 应 
加 以 考虑 ,从 而 调整 溶液 的 pH、 高 子 强度 和 离子 种 类 等 ,以 减 小 离子 间 的 静电 效应 , ЕЕ 
确 地 实现 排 阳 色谱 。 

т. ЕНЕМЕ ТЕС 

ЖЕНЕ ЕД CHPLC) ЕЕ ИА ННН Е СНРЗЕС® КЫ ЖЕНА СУЙ 
(HPGPC), ЖЕ РН ЕНИНЕНБЕРУІНАН НЕН еда ЛТ КЕЛУ 
ВТ. 多糖 所 用 的 色谱 柱 不 能 自己 装填 , 均 为 商品 柱 。 自前 常用 的 商品 柱 有 pg-Bondagel 柱 系 和 
TSK 柱 系 , 根据 分 子 量 的 大 小 可 以 选择 不 同 的 柱 系 , 网 表 217, 表 2-18。 为 了 提高 分 辩 率 ,党 
将 二 根 不 同 分 离 范围 的 色谱 柱 串 联 , 如 TSK-40 与 TSK-50 柱 串 联 ,但 串联 时 分 子 嫩 范围 大 
的 桩 应 在 前 面 , 即 进 样 器 -*TSK-50 一 TSK-40 一 检测 器 。 流 动 相 有 水 .组 种 液 和 含水 的 有 机 
洲 齐 (如 二 甲 亚 砚 ) 等 ,以 全 有 一 定 离子 强度 的 组 种 液 为 最 佳 。 对 子 粘度 较 大 的 名 糖 (通常 是 
分 子 量 较 大 的 多 糖 ) ,可 适当 增加 缓冲 液 的 离子 强 谋 ,不 管 采用 何 种 流动 入 ,在 使 用 前 均 必 须 
过 补 和 脱 气 。 如 样品 中 会 较 多 的 盐 类 或 走 白 质 则 必须 首先 除去 ,否则 鱼 谱 柱 极 易 担 坏 。 


表 2-14 b-Bondagel 商品 柱 (Waters Assoc) 
型 导 分 高 范 分子量》 


р-РотвзЙОР С6Хх10--3 pm В 100--10 000 
H-Bondagel Е-195 2 000--50 000 
и-Болдарғаі Е-Б00 5 000--500 000 
p-Bondagel Е-1000 50 000--2 000 900 
p-Bondagel E-Linear 2 000—2 009 000 


u-Bondagel F-highA 15 000--7 000 000 


多 糖 检测 不 采用 柱 前 柱 后 衍生 化 方法 ,而 是 采用 直接 检测 ,最 常用 的 为 未 莹 折射 检测 
(RD, RI 具 中 等 灵敏 度 , 其 线性 关系 的 最 低 敏 感 量 为 20 ng, 也 就 是 说 如 果 进 样 20 pL, 则 样 
品 浓 度 必 须 小 于 0. 1%。RI 的 量 大 繁 感 量 为 400 ре. ЭРИНЕ Ж ТІН КЕЙІ TH Ж 
是 采用 RI 与 UV 向 时 检测 。 目 前 较 先 进 的 直接 检测 是 小 角 激 光 散 射 检 测 , 它 可 以 直接 从 图 

57 


ғ Шыны ынаны БЕ 


上 得 到 每 一 点 的 绝对 分 子 量 ,而 不 需要 像 RI 那样 预先 用 已 知 多 糖 制 作 标准 曲线 。 


3⁄2-15 TSK 商品 柱 (Bio-Rad》 


ж 58 ЛЕСЕ) 
Bio-GelTSK-30 108 000 
Bio-GelTSK-40 1 000— 700 000 
Bio-GelTSK-50 10 000--2 000 000 
Bio-GelTSKE-60 | 100 900--29 000 000 
根据 经 验 公 涉 ,多糖 的 分 子 量 M БЛАЖ К. У, 存在 如 下 关系 ， 
K, K. — KlgM {1) 
МУ 
К.зтту, (2) 


其 中 K. K, Е, ЕНЕ, ТАКИЕ 2 А ЕИ Я, ЩА pi Т- 
2 000 sz 18 85, 8 Se EH СМ, 222 000 0001879 КАНЕ, У, ЕВУ ЕН, 2 ВЕЗЕ 
ЕА ЕРЙ. В НЕЕ, t ИЯЛ HKH ЕА У, kuli ВЕ ВРЕ Н У, 
应 在 ҢУ, 之 各, 也 就 是 六。 应 在 0 与 1 之 间 , 超 过 上 述 范 畦 ,测定 结果 肯定 错误 . ИПИЕ 
系 选 择 无 误 , 则 可 能 是 样品 与 凝 胶 发 生 咀 附 作用 或 化 学 反应 .由 各 种 已 知 分 子 綦 的 标准 多 糖 
测 得 洗 脱 体积 了 ,结合 全 .Ye 即 可 计算 得 到 每 个 标准 品 的 入。 关 e 与 1g 对 存在 线性 关系 ,在 
半 对 数 侍 标 纸 上 和 作 图 即 得 标准 曲线 。 再 由 样品 的 许 脱 钵 积 Ye, 计算 得 到 玉 w。 由 天 之 值 查 标 
淮 曲 线 得 lg 邓 , 就 得 到 被 测 衬 品 的 分 子 量 。 当 然 也 可 不 用 标准 曲线 而 用 线性 回 时 求 得 分 子 
K. 
由 于 色谱 柱 的 园 定 相 是 凝 胶 ,具有 压缩 性 ,使 用 时 压力 不 得 起 过 说 明 书 上 的 规定 值 ,以 

fir A Ia 3 SE Ez БИЛ, 

H T£ BE bJ НІН ЖЕ, ЕК E E AS ТАРА Bi ya rh p ЛЕ МЕ BE" — В, JN IN S ai = 
在 色谱 柱 中 的 迁移 行为 。 这 一 点 直观 地 反映 在 同一 样品 的 V, 与 玉 。 在 不 同 流动 相 中 有 所 不 
同 ,所 以 用 不 同 流动 相 测 得 的 分 子 晤 ,允许 有 5 站 的 偏 束 。 

标准 多 糖 与 祥 品 和 的 结 构 差 异 以 及 凝 胺 柱 对 多 糖 可 能 产生 的 吸附 作用 ,以 及 分 子 在 柱 上 
扩散 ,和 多糖 的 浓 府 .粘度 .测度 温度 的 微小 差异 , 均 能 影响 分 子 量 的 精确 性 ,而 下 的 引入 就 是 
为 了 尽 可 能 减少 各 种 实验 条 件 因素 产生 的 影响 。 

8， 超 过 滤 法 及 其 在 争 糖 化 学 研究 中 的 应 用 

超过 小 是 在 常规 微粒 过 滤 基 础 上 发 展 起 来 的 细微 粒子 过 滤 新 技术 ,是 膜 法 分 离 的 一 种 。 
其 具体 做 法 是 :通过 孔径 不 辐 的 半 透 膜 ,借助 于 外 加 压力 所 造成 的 膜 贾 届 的 压力 状 , 截 留 1 一 
10 nm 的 粒子 .这样 大 小 的 粒子 可 以 是 溶液 中 的 大 分 子 或 胶体 溶液 中 的 陀 芸 钵 ,因此 超过 滤 
又 名 分 子 过 污 。 由 子 20 世纪 60 年 代 初 成 功 地 制造 了 高 通 晤 的 起 过滤 腊 和 近 十 多 年 来 新 型 高 
分 子 半 让 膜 的 发 展 ,以 及 改进 的 超过 让 器 的 不 断 出 现 , 使 超过 滤 技 术 迅 速 地 发 展 到 了 实用 阶 
段 。 超 过 滤 技 术 具 有 设备 简单 ,操作 方便 ,不 需 加 热 或 低温 操作 ,不 经 性 何 化 学 物质 处 理 , 没 
有 相 的 转移 等 优 虚 , 所 以 在 化 工 、. 制 药 和 食品 等 工业 中 以 及 在 医学 .生物 学 和 环保 等 领域 都 
得 到 了 广泛 的 应 用 。 
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近年 来 在 多 糖化 学 研究 中 也 越 来 起 多 地 采用 超过 滤 技 术 , 这 是 因为 在 多 粮 化 学 研究 中 
能 否 分 离 出 均一 的 才 糖 是 非常 重要 的 .可 是 提取 的 粗 制 多 糖 的 水 溶液 大 多 是 胶体 溶液 ,粘度 
大 而 且 不 稳定 ,其 所 含 组 分 的 分 卫 共 差别 登 殊 ,不 同 分 子 量 的 组 分 之 间 理 化 性 质 又 很 相近 ， 
所 以 制备 出 均一 的 多 糖 确 有 不 少 困难 。 有 尽管 采用 溶剂 分 步 沉淀 法 、 季 锐 盐 沉淀 法 , 盐 析 法 和 
电 访 法 等 也 可 能 制备 出 均一 的 多 糖 ,但 这 些 方法 分 离 量 其 少 ,有 时 还 会 引起 多 糖 的 降解 ;而 
采用 超过 滤 技 术 进 行 多 糖 的 分 离 纯化 , 收 率 高 且 极 少 破坏 。 现 将 应 用 超过 滤 技 术 的 一 般 原 
理 , 超 滤 装 置 , 超 滤 腊 , 吉 作 注意 事项 和 在 多 粮 化 学 研究 中 的 应 用 实例 做 一 概要 介绍 ,以 期 在 
多 糖化 学 研究 中 能 在 更 广 的 方面 应 用 这 一 技术 。 

01) 超过 被 的 一 般 原 理 

超过 滤 原 理 示意 见 图 2-29。 将 欲 分 离 纯化 的 含有 
两 种 (或 两 种 以 上 ) 分 子 基 不 间 的 溶质 (溶质 a 和 溶质 
b) 的 溶液 ,用 变速 管 奈 或 气体 压力 输送 到 超过 滤 系 统 
中 。 由 于 液体 静 正 的 作用 ,溶液 中 的 溶质 被 压 到 超过 
读 膜 的 表面 ,这 时 小 于 膜 分 子 量 截留 值 的 溶 齐 和 小 分 
子 透 过 膜 形 成 滤 过 液 , 即 含有 小 分 子 溶质 b ін ЕН, 
大 于 膜 分 子 量 截留 值 的 灰分 子 被 膜 所 和 截 备 。 如 果 采 用 
循环 式 超过 滤 系 统 , 被 截留 的 大 分 子 深 质 a ИЖШЕ 
溶液 的 流动 被 推出 过 证 系统 形成 滤 不 过 液 , 即 主要 是 
含有 大 分 子 溶质 a 的 淡 缩 液 。 这 个 过 程 反复 进行 多 次 ， 
最 终 达到 将 溶液 中 分 子 量 不 同 的 溶质 a 和 溶质 b 分 高 图 2-29 инт 
或 纯化 的 目的 。 1. 含有 溶质 ab ЕМІН 

但 在 洋 味 操作 中 随 着 过 滤 过 程 的 进行 ,过 让 速度 2. НЙ а 的 浓缩 入 
逐渐 变 慢 ,分 离 效 果 也 明显 变 差 , 其 原因 是 被 截留 的 “3 GOB asik 4 ВОНИ 
КЕЗЕТ УТ НАХ — ЕЕЕ. ЕРНІН “hk 22 8 TE,” (concentration polarization) 现 象 ， 
间 时 沉积 的 大 分 子 双 向 溶液 中 扩散 , 当 沉 积 与 扩散 达到 平衡 时 ,恒定 的 过 被 速度 可 以 保持 。 
如 果 在 过 渡 速 度 稳定 后 仍 继续 加 大 球 力 ,平衡 被 破坏 ,结果 沉积 速度 大 子 扩散 速度 , 凝 胺 层 
不 断 地 增 厚 压 紧 ,这 时 不 仅 是 过 滤 巡 度 减 慢 ,而 且 使 小 子 腊 分子 量 截 留 值 的 小 分 子 也 被 截 
留 ,明显 地 影响 了 分 离 效 果 。 产 生 “ 浓 佐 极 化 "现象 的 俩 向 大 小 同 很 多 因素 有 关 ,为 此 人 们 设 
让 了 各 种 超过 恋 器 以 减少 “ 变 差 极 化 "现象 的 产生 ,其 中 如 装 有 搅拌 器 或 振动 片 的 搅拌 式 或 
带 有 导 流 精 的 链 道 式 超过 滤器 ,由 于 增加 了 液体 流动 的 前 切 力 ,过 滤 时 不 容易 产生 “ 浓 差 极 
化 *, 提 高 了 过 讶 效果 。 羔 国 Millpore 公司 的 Pellicon НАН КӨЛЕ Т “ШІ” 
Ctangential fow) 技 术 , 效 果 也 很 好 。 该 系统 评 是 在 黄片 超过 滤 膜 之 间 加 装 一 片 聚 阱 纤维 制 
成 的 网 状 截留 隔 板 , 当 加 压 的 洲 液 水 平地 流 过 截留 隔 板 时 , 滚 体 以 曲折 波动 的 方式 壕 回 在 网 
状 载 留 隔 板 的 上 上 下 下 , 即 产生 所 谓 “ 切 线 流 ”, 这 种 迅速 的 但 又 是 温和 的 被 状 流 提供 了 较 高 
的 过 滤 速 度 ,而 把 损伤 易 变 分 子 或 细胞 的 前 切 力 减 到 最 小 ,所 以 Pellicon 超过 滤 系 统 可 以 用 
于 干扰 素 、 酶 和 病毒 等 的 浓缩 ,很 少 或 不 失 活 ,这 是 其 突出 的 优点 。 

(2) 超过 波兰 

为 工业 和 实验 室 应 用 商 设计 的 各 种 超过 滤器 的 结构 和 特点 已 有 详细 介绍 的 资料 ,不 再 
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图 2-30 шпация ал 图 2-31 “Ет 
1. ЖУАН 2. 网 状 分离 隧 板 
3. шын 4. Веи 


Же. 在 此 仅 介绍 Peliicon 超过 寝 系 统 的 结构 特点 ,其 设计 在 减少 “ 浓 差 极 化 ”和 清除 样品 溶 
液 中 的 颗粒 方面 有 独到 之 处 ， 


图 2-32 Pellicon ШІ ЖЕН 
І. АЙК 2. НАК 3. 压力 表 4. ЛЕЕ 5. Wil ó. # 


Pellicon 超过 滤 系 统 的 主要 部 件 是 变速 管家 和 超过 滤 池 。 超 过 滤 字 由 两 块 察 甲 基 丙烯 
酚 栈 塑料 制 成 的 琉 管 板 《manifold Plate 中间 洋 超 过 滤 膜 构成 。 在 上 管 板 上 有 两 套 错 开 的 过 
滤 适 道 , 即 五 孔 通道 和 四 和 孔 通 道 , 当 两 块 歧 管 板 紧 紧 地 实 住 起 过滤 膜 时 , 板 上 的 五 孔 通 道上 
的 5 个 孔 正 好 对 准 超过 滤 膜 上 用 密封 层 围 着 的 5 个 孔 ; 板 上 四 和 孔 通 道上 上 的 4 个 孔 正 好 对 准 超 
过 油膜 上 未 被 密封 层 围 着 的 4 个 孔 。 由 于 膜 上 的 密封 层 起 着 控制 站 流 方向 的 作用 ,结果 五 孔 
通道 同 膜 的 外 侧 各 通 ,而 四 孔 和 通道 仅 同 膜 的 内 侧 相 通 . 当 用 泵 将 样品 溶液 打 入 上 房 及 管 板 右 
侧 的 五 孔 进 祥 通 道 时 , 深 液 经 膜 上 密封 岩 国 住 的 五 个 孔 进 入 膜 的 外 侧 ,在 膜 的 外 侧 出 于 压力 
作用 使 小 于 超过 油膜 分 子 量 截留 值 的 分 子 透 过 膜 进 入 膜 的 内 侧 ,而 大 于 起 过 涉 膜 分 子 基 截 
留 值 的 分 于 被 截留 -这样 在 膜 的 外 苘 溢 液 被 阻 ,并 由 下 层 歧 管 板 左 侧 的 五 孔 滤 不 过 液 道 道 流 
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ho PB НЕ. ЕУ АЕА ik E ДЕЈ РАА ТЫ F P НАН R ml Ч А, ЕА 
道 流出 ,形成 请 过 和 被。 由 于 膜 外 仙鹤 留 液 的 5 孔 通 道 是 斜 间 下 流动 的 ,结果 使 截留 液 的 流动 
更 为 有 力 , 有 有 利于 清除 * 浓 差 极 化 "现象 。 这 样 设计 的 超过 袜 咽 适合 烙 上 度 较 太 的 溶液 的 过 洲 ， 
如 人 蛋白质. 多糖 溶 液 等 的 分 离 纯 化 ，。 

(ЗІНЕ 

wanphu a ЕН АНЕ АЙЕЛ (УЫЛ ДЕНЕЛЕР ЖЫН ВЕНУ, SI BB 89 ЕРДЕ ЛА ДЕРІ 
МИН. ЕКИ ЕЦ А, КНЛУ НЕТА ЛАНЬ ДЕЯ. НЕСЕ, ZE 
ЕВЕ СЕЕ ДАН АА АЕНА Е АЯ, ЕО ДЯ АУ МАНА 
子 量 截留 值 为 标准 的 ;也 就 是 说 溶液 中 溶质 分 子 基 超 计 膜 分 子 基 截留 值 时 ,这 种 溶质 的 太 部 
分 能 被 截留 .当然 分 子 量 截 留 值 实际 上 是 近似 和 值 或 统计 平均 值 , 因 为 球形 分 子 就 出 相同 分 子 
ЕНЕЛЕР ОПЕ МЕ ЕН ЛЕ ЕНІН ГЕНЕ ЕНЕ ӘЖЕ. 

ХЕЛЕНЕ Ы ХВОН ЯҒЫ АМАН r =a (НАЛА, ЕЖ ШЕРА Н. 
ЖАБ ЕЖ ЖҰЛА ӘН ЖАН PF k a di ЛЕРДІЕ БЙТЕ МИЫ +< E] ,表面 是 坚 密 光亮 而 又 
很 薄 (0. 1 一 10 рт) ВЕ ЕА Е Н ТЕНЕТА, ЕВЕ РЕ 
孔 的 支撑 屋 (100 一 200 рп), Е Е Н. РеШсоп 118 Н ЕЕЕ Pš АН А, 
的 不 对 称 膜 , 蚌 以 标准 分 子 量 极 限 (nomimal molecular weight limts ,缩写 成 NMWL) 作 为 腊 
截留 的 标准 的 .由 醋酸 纤维 素 制 造 的 PS 系列 膜 的 特点 基 通 基 大 但 很 脆 , 易 碎 ; 由 吗 码 制造 的 
PT 系列 膜 的 特点 是 耐 热 ,耐酸 碱 ,不 易 碎 ,但 通 最 比 PS 系列 小 。 РеШсоп 3198 ЖАЛА 
粘 合 在 一 起 的 组 合 icassette)》 腊 (过 被 面积 0. 46 m*) 和 单 张 的 片 腊 (过滤 面积 0.023 ті), А] 
根据 溢 液 最 的 多 少 分 别 选用 ， 

ОӘЖ ЕЕ БИЕ НАНЫ ЗУ 

中 多 糖 的 分 子 量 分 级 :一 般 提取 的 多 糖 大 多 数 都 是 高 分 散 福 的 ,分 子 基 分 布 范 围 较 宽 ， 
不 适宜 进行 化 学 分 析 , 因 此 首先 要 采用 各 种 方法 以 减少 分 散 度 ,使 分 子 且 在 较 窜 的 范围 内 分 
布 , 也 就 是 制备 均一 的 多 粮 。 多 糖 纯 化 的 方法 尽管 很 多 ,但 均 较 麻烦 ,有 时 会 引起 多 粮 的 降 
解 ,而 当 应 用 具有 不 同 分 子 量 截留 值 的 超过 滤 膜 进行 超过 滤 时 , 则 可 快速 简便 地 将 高 分 散 的 
多 糖分 成 见 个 分 子 量 不 同 的 组 分 ,达到 分 子 量 分 级 的 号 的 。 

应 用 Millipore 公司 生产 的 Pellicon 超过 滤 系 统 及 组 合肥 PTHK 00 005 (NM WL 
100 000) .PTGC 00 005 CMNWL 10 000) 两 种 膜 超 滤 和 用 透析 狼 透 析 进 行 柴 调 多 糖 的 分 子 
Жо. 

ЗЕН ҰНАҒАН Fa 0.1 MPa EJE H ini a Yani А Д9 1 pm 的 
Fluorogard Ж (Millipore 公司 )， НТ ФЕН Ti ОЕ, ЛЕЕ ННІ cF =] BB ТЕЛЕН K Wi 
Ж.Б 38 p ИЕН ЯТА Pellicon ЖЕЖ. BO 0.1 MPa 的 压力 通过 
PTHK00 005 ЖЕЛЕ ЕКА РОО pr А В 3 ka/cm* 的 压力 通过 PTGC00 
005 超过 滤 膜 ,得 滤 不 过 部 分 (11) 。 滤 过 部 分 通过 透析 线 室 温 透 析 , 得 透 不 出 的 袋 内 部 分 
(TID 028 ТЕ (IV), IX4 个 部 分 通过 超速 离 必 法 测 其 分 子 量 与 估计 分 子 量 基 本 相 
09 2-16). 
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表 2-16 瀣 过 滤 分 级 柴 胡 多 糖 者 部 分 的 分 子 量 


_ 分 级 部 分 顶 计 分 子 基 * 超 离心 法 测 得 分 子 量 
I ІШЕ | 102 955 


1 万 一 10 万 ， 25 782 


5 000—1 5 | B 099 
5 090 以 下 1 112 
x 根据 超过 泪 膜 的 NMWL IS WS — JK n pepa p Hi K:5 5 000 左右 的 多 粮 。 


НЕН ШЫ СТ ЕБТ ГАЛЕН ЫЛ. ЖЕ НІН А) 
л — F R 8 НІШ 是 均一 成 分 。 然而 部 分 IV Hin] PE gy e S2 W ЛІ JL ik, ШЕҢНІУ 是 
不 均一 的 。 

鲍 多 糖 的 脱盐 ;从 植物 中 提取 的 多 糖 都 合 有 相当 数量 的 元 机 盐 和 小 分 子 糖 类 ,尤其 是 分 
子 量 小 于 5 000 的 小 分 子 包 糖 所 含 元 机 盐 更 多 。 因 为 分 子 小 故 不 能 用 透析 方法 除 盐 ,用 其 他 
方法 昌 能 脱盐 但 方法 频 琐 ,而 用 分 子 量 截 留 值 小 的 超过 证 峰 进 行 超 滤 ,无 机 盐 及 小 分 子 量 的 
ЖЕРІН ЖИЕ. 

应 用 Millipere 公司 生产 的 片 膜 PSAC OHV-10(NMWL1 000054 ЗЕН y ЕТТ 
ЮЕ. 

кі 33k O V)G Ta ЕМЕН НЫ E ey ВЕ FE JK 2 8 АЈА 
47%, НЕН ЕРІН ЕЕ 095, ТУ РУК ЖИНА 0. 35 一 0. 4 MPa 的 压力 打 
入 PSAC ОНУ-10 超过 小 膜 进 行 超 渡 ,被 不 过 部 分 用 水 如 释 后 再 过 滤 , 上 反复 4~5 ЈЕ Е 
不 过 部 分 用 乙 淳 沉淀 后 得 部 分 CV) ,干燥 的 多糖 CV) 再 测 灰 分 值 仅 有 8%%, 测 分 子 量 为 3 400, 
这 结果 说 明 通 过 分 子 量 截留 值 小 的 超过 滤 膜 进行 小 分 子 量 多 糖 的 超过 着 ,不 仅 无 机 盐 被 大 
其 除去 ,而 且 小 分 子 糖 也 被 滤 除 ,使 分 子 量 分 布 更 集中 ,多 糖 被 进一步 纯化 。 

图 多 精深 液 的 狂 缩 :多 糖 提 取 液 一 般 都 是 浓度 稀 . 体 积 大 ,因此 在 多 糖分 离 前 首先 要 进 
行 浓缩 ,但 通常 的 洛 缩 方法 都 是 在 加 热 的 和 铺 况 下 进行 的 ,而 应 用 超过 滤 法 则 完全 可 以 在 室 逮 
ТЕЖЕ ЖИЕН. 

应 用 Amicon 公司 的 Amicon thin-chammel 超过 滤 系 统 CTCF-10) 和 UM-10 ЗЕН 
《具有 亲 水 性 ,中 等 流速 ,分子量 截留 值 10 000) 进 行 玉米 粉 水 解 得 到 的 玉米 浆 的 浓缩 ; 

ЖЕНЕ ЕЕ ,但 浓度 上 只 0.47 吧 ,而且 还 有 相当 数量 的 小 分 子 糖 类 。 交 了 
浓缩 纯化 ,在 UM-10 #8 Ер 2. 76 10° Ра 的 压力 ;平均 流速 90 mL/h 进行 超过 恋 , 得 滞留 该 
54 ml 和 和 滤 过 波 768 ml, 河 留 液体 积 大 为 减少 , 然后 通过 Bio-Gel P-2 8 Ei: ТХЕ Е WK 
和 滤 过 液 的 糖 含 量 , 用 5 mol/L 的 磷酸 盐 缓 冲 液 (pH 7. 0) сао. 01% 的 爱 握 化 钠 ) 洗 陪 , 流 
速 30 ml/h,10 ml 一 部 分 进行 分 步 收集 ,用 酚 - 硫 酸 法 测 糖 合 量 ,以 糖 合 量 与 洗 脱 体积 作 图 得 
到 洗 陪 曲线。 同 玉 米 桨 的 洗 脱 曲线 比较 , 卷 明 滞留 液 中 低 分 子 量 糖 比 玉米 浆 原 液 减 少 了 ,而 
滤 过 液 中 的 低 分 子 量 糖 比 玉米 桨 原液 明显 地 增加 了 .如 此 ,通过 降低 低 分子 量 糙 的 比例 达到 
浓缩 和 纯化 的 目的 。 

四 多 糖分 子 量 的 注定 ;超过 滤 法 测 多 糖 的 分 子 量 是 应 用 适宜 的 分 子 量 截 留 信 的 超过 让 
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АНЕ ТЕН ЖЕКЕН YS , 测 百 分 让 过 量 , 然 后 以 百 分 滤 过 量 对 分 
ФЕН АНЕ ТЕМЕН ШЕРЕНІНИЕНШ ЕЕ КЕТЕ ЗЕГЕ, АНЕ 
曲线 上 即 可 求 出 近似 的 分 子 甚 。 

应 用 Amicon 公司 生产 的 Amicon 超过 滤器 (Model MMC ,8chambers) 和 超过 害 腊 PM- 
10 (分 子 基 截留 值 10 000).XM-50( 分 子 量 截 留 值 50 000). XM-110A (ZF T BC 8 100 
000) 测 定 香 落 菌 丝 多 糖 的 近 侯 分 于 革 : 

从 大 工 培养 的 香 跨 菌 毕 提取 的 多 糖 是 甘露 聚 糖 。 粗 制 多 糖 经 Eeteola- 纤 维 柱 层 析 和 
Sephadex 柱 良 析 得 纯化 的 精制 多 糖 攻 S-2, 它 具有 明显 的 干扰 素 诱 导 作 用 和 抗 替 瘤 -180 TE 
用 。 为 测定 KS-2 的 分 子 攻 ,首先 将 已 知 分 子 量 的 各 种 多 糖 深 于 水 或 人 外 15 mol /L. МаСІСЕ 
于 0.01 mol/L,pH 7. 2 的 厨 酸 盐 缓 冲 液 中 ) , 制 成 深度 为 100 pg/ml 或 200 jg/ml 的 多 糖 液 。 
各 有 取 5 ml 车 于 Amicon 趣 过 滤器 中 超 滤 ,收集 2.5 ml, 取 0.5 ml Е Е, ЕЕК Е 
的 粳 售 基 , 算 出 百 分 滤 过 量 ( 三 次 平均 值 ) ;以 百 分 滤 过 其 对 分 子 恒 作 图 得 出 芋 种 膜 的 三 条 标 
КЕҢ СЕА 2-33). BB KS-2 在 三 种 膜 上 和 相间 测定 条 件 下 进行 超 让 ,结果 PM-10.XM-50 
膜 基本 上 完全 截留 KS-2, 而 XM-110A 膜 适合 于 KS-2 分 子 量 测定 。 从 XM-110A 膜 上 测 得 
KS-2 的 百 分 油 过 量 , 然 后 再 从 XM-110A 的 标准 曲线 上 得 出 KS-2 的 近似 分 子 量 约 为 6BX10 
--9.5Х104, 
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2-53 ”超过 滤 测 KS-2 的 分 子 量 
---«ДЕРМ-0 上 的 标准 曲线 
-，-，- 在 XM-50 М ЕВЕ 
-一 -在 XM-110A 上 的 标准 曲线 
x 3 8 5014 8 TT Tek 
Ш KS-2 的 百 分 泪 过 量 


超过 滤 是 一 种 效率 很 高 的 分 离 技 术 ,设备 简单 ,操作 易 人 掌握, 惟 制备 孔径 均匀 的 超过 泪 
膜 要 求 较 高 的 技术 条 件 , 而 楼 铺 制 符合 变 求 的 而 积 大 的 膜 更 不 容易 .国外 已 有 几 家 公司 生产 
各 种 规 阁 的 超过 滤 膜 商品 ,国内 仅 有 试制 产品 还 没有 工业 产品 出 上 仿 . 国 内 有 些 单 仅 用 研制 的 
或 自己 手工 铺 制 的 超过 滤 膜 分 离 纯 化 mRNA ,蛋白 质 和 栈 。 根 据 不 同 的 需要 在 多 糖化 学 研究 
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中 试用 手工 制 膜 也 是 可 能 的 。 尽 管 超过 渡 技 术 用 于 多 糖分 离 , 纯 化 和 鉴定 的 文献 资料 尚 少 ,但 
由 于 超过 滤 技 术 具 备 独特 的 优点 ,今后 这 一 技术 必 将 在 多 糖 的 化 学 研究 中 得 到 更 为 广泛 的 应 
Н. 


ЖІ ЖОНУ ТАН ТАРЕ БРО H 2 ië 


Añ 1⁄2 áo PR + 3 2 8 


此 类 多 糖 一 一 尤其 是 其 中 的 真菌 类 多 糖 多 属于 扶正 固 本 型 免疫 激活 剂 ,是 颇具 前 途 的 
冶 症 辅助 治疗 药物 ,并 有 了 以 下 特点 :(1) 对 移植 性 肿瘤 ,特别 是 某 些 纯 系 小 鼠 迟 组 型 瘤 谱 , 挤 
制作 用 较 强 :对 去 胸腺 小 鼠 的 移 慎 肿 瘤 无 捉 制 作用 ,说 明 其 绚 装 宙 理 主要 作用 于 免疫 系统 。 
(2) 一 般 是 通过 免疫 关系 保持 稳定 而 发 挥 效应 的 。 对 巨 姓 细胞 有 激活 作用 时 ,淋巴 细胞 的 活 
竹 就 相对 减弱 ;淋巴 细胞 活 获 时 ,巨星 细胞 的 活性 相对 降低 ;体液 免疫 反应 增强 时 ,细胞 免疫 
反应 减弱 ,反之 亦 然 。(3) 有 较 好 的 抗 放 化 疗 副 作用 的 功能 ,能 增强 或 不 降低 放 ,化疗 的 效 
果 ,。(4) 无 寒 , 副 作用 ,使 用 安全 。(5) 改 善 癌 定 患者 的 临床 症状 ,提高 生存 质量 ,性 发 生存 期 ， 
与 手术 , 放 ,. 化 疗 并 用 ,效果 更 好 。 

1. 3999 Распутагап) Ж ЛЕР 

茯苓 多 糖 是 由 茯苓 CPoria cocos) 中 提 得 原 茯 葵 多 糖 (pachyman) 既 氟 化 、 还 原水 解 等 步 
驯 切 断 其 BCI 一 6) 支 链 后 所 得 的 产物 。 有 实验 表明 , 薛 蓉 才 糖 对 ICR7JCL ДАУКА 
90% 以 上 ,能 增强 巨 噬 细 胞 和 T 淋巴 细胞 的 细胞 毒性 作用 УТА У 射线 所 引起 的 小 鼠 末 
ШЕННЕН ЕМЕН ДЕ, ЕЛІН ЕЛЕНЕ. ДӨНЕН 
ФУ. ЖӨНДЕ ӨН МЕННЕН ЕУ ЛЫН МІМЕН HS ОН АЛА 
ЗТ АНАУ ЕН БЖӘ DNA 合成 而 实现 的 ,是 直接 细胞 毒性 作用 。 对 去 胸腺 
小 蕊 几乎 无 拖 瘤 作用 。 以 该 多 粮 配 合 放 、 化 疗 治 疗 奥 咽 癌 、 骨 瘤 均 取 得 协同 效果 。 该 多 糖 对 
福 性 肝炎 病人 的 免疫 功能 起 调节 的 作用 ,使 其 肝 功 能 得 到 改善 ,部 分 病 入 肝 功 恢复 正 浓 。 

2. 云 艺 甸 糖 (PSK》 

由 云 芝 (Coriolus versicclor) 中 提 得 的 租 H£. 有 实验 表明 ;腹腔 注射 对 ICR/JCL МЕ 
5-180 ІШЕ ЭН 97. 696, ЕЗІ ЗЕ 39 65.0%М АН-13.АН-14. АН-66,1.-1210 等 也 
有 效果 。 ншы МА ig Е ЯҒ BE EH F ӘМ ЕЕЕ ЗЕ НЕГТЗТ 细胞 
ВВЕ FEE. ТИЕНИН МА ИЕ ЛЕ, ЗРЕО DI SH ЛИК IE 
常 。 可 改善 苟 瘤 小 鼠 因 使 用 化 疗 而 降低 的 抗 感染 能 力 ,防止 白 细 胸 下降。 

可 单独 使 用 ,也 可 和 放 , 化 疗 并 用 ,用 于 治疗 消化 道 况 , 颈 部 瘤 、 乳 癌 , 肺 瘤 和 恶性 淋巴 肿 
痛 的 效果 为 ;单独 给 药 是 62/293(21. 2%) ,合并 给 药 是 73/210(34. 8%)。 

3. ЗЕ БС. епіпха) 

АЕ ЕСіспіпші edecdess) 中 提 得 。 有 实验 表明 , 它 对 小 鼠 S-180 АЭЖ ЗИМЕ, 
与 化 疗 配 合 使 用 可 增强 抗 瘤 作用 ,能 抑制 3- 甲 营 醒 的 致癌 必用 , 它 基 TT 细胞 特异 福 的 免疫 性 
剂 ,促进 胸腺 细胞 向 T ІЛЕ НЕ АТА ИН МЕН. БРЕТТ ЫЗ. 

64 


--- н а 


5- ЖЕТЕР ЖӘМЕНУЕН. 

4. 酵母 多 糖 

由 食用 原 琵 母 (Candida xi 中 提 得 .对 S.37.S-180. 吉 田 肉 瘤 和 将 氏 腹 水 癌 均 有 了 明显 
捉 制作 用 ; 当 醇 母 多 糖 与 痛 细 胞 混 合 接 种 时 ,效果 更 显著 , 抽 制 率 为 95 史 ~100% ,肿瘤 消失 
率 达 80 吃 。 增 强 网 状 内 皮 系 统 约 吞噬 功能 。 其 抗 肿瘤 作用 途径 主要 在 于 识别 和 和 处理 抗 原价 
段 ,使 发 敬 淋 巴 细 胸 对 肿瘤 细 胸 发生 特异 性 免疫 反应 。 可 提高 化 疗 或 术 后 化 疗效 果 ,减少 肿 
瘤 转移 。 

5. ОРЗ 

ЕЖ (Роуроғиз umbellatus ЫН. А Э НН = SL 5-180 88 РЕН, š 
И 0 5096-7096, ЕН зо Е.ӘУН6%--75 ИН ВОВ 6 А, 
КІН ЕНЕНЕ АНИ, + Jj 5 RES АН, ГНЕ НООКЕН ВЯ, АЈ 
ӘБЖАН ЛІМІ ИН АРЫН ЖЫП ЖЕРИ ЖЕ НӘН ИН ИН) САМР 
а, Нн ai DNA 的 合成 ,使 癌 细 胞 逆转 ， 它 配合 放 , 化 疗 治疗 各 种 癌症 300 例 肌 党 疗 
慢性 肝炎 170 ӨЛГЕННЕН А ЕО ,减轻 放 化疗 的 副 反 应 ,改善 临床 症状 。 

6. SR S Es 

Hf EL CTremclla fuciformis) ЖИН, ЯН, АҢ ЯН RR S-180 的 抑制 率 为 
35. 43⁄4 ,能 减轻 钻 Y ЯТ АКЕЛЕДІ МЕЖЕ. ЖТА ЕЕЕ 35 SE 01k Ж. 
ҚАНТЫ ЛЕЛ. ЗЛЕ ВОВЕ; ЕЛЕДЕ ЖЕН ЕЕЕ 
促进 转录 过 程 , 增 加 RNA BJ rak. БН ЖЕН ЯН /Р Ж.А ЖЕТ ИСЕ БС BR ЕН 
升 白 及 增强 细胞 免疫 功能 的 作用 。 

т. я 

Н 2 Э(Сапсаетта Їисійит) F 31k rh ig iB. — АМО АҺ ВАЕ E: 30 Bu АУ 025 
能 ,促进 蛋白 质 合成 ,改善 造血 机 能 ,诱导 细 胸 色素 P-450 等 作用 。 增 强 机 体 的 防御 功能 , 提 
БЛ АЕ ЕМЕДІ. 

8. ГЕКЕ (КСС) 

有 实验 表明 ЕСЕ KRE ЖАЛЫНЫ "ЕЛДІ, в ЗЕН. , ЕВА ВИВА 
ШЕТІНДЕ, HHJ NB ІН S 22221 3F 48 Hii ЖЕММЕН ВЕЕ 35 ЕВН FR. PS DL B ë n bk 
М. 

9. ЕНЕ СОК -423) 

#3B3g. XT R 3 ЕЛО Гр ТЕН, БЕЙ ЗАЛЕ РЭ КЭН .5-180 E 
АН-66 ҚТЖ. РЭС Е 38 ДО АНЛЫ АК РЕ, НЕВЕ ИЕ ЯР 
功能 。 与 5- 氟 尿 喀 院 合 用 ,可 增强 对 肺癌 及 四 瘤 的 疗效 。 

10. ЖЕМІН 

ФТОРУ K SIN 31:85. 4% ЕКНІН ЕРДЕН ЖҮЗЕ А Hz PA 4 HH Ba АТ 
香 噬 功能 ,增强 其 对 瘤 细 胞 的 识别 能 力 并 有 直接 杀伤 作用 。 

11. 百日咳 杆菌 脂 多 精 

它 能 增强 致 第 淋巴 细胞 的 铂 感 性 ,促进 淋 包 细胞 向 细胞 分 化 。 


12. ЕТЕ 
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Љ Зу (Sassa зепапепзіз) ЧЕЧ ЕЬАЛ ЕШ ОЮ М5-180 的 消 瘤 率 为 79% 一 
9006, АТК АНЗ 有 100% 的 换 制 作用 。 栖 外 对 瘤 细胞 有 选择 性 破坏 作用 。 对 正常 细 
萄 完全 无 损 , 可 提高 正常 和 带 癌 动物 的 笑 桨 和 蛋白 尤其 是 球 蛋 白 的 含量 ,对 50 例 各 种 癌症 的 
治疗 均 基 得 较 好 的 效果 。 

13. А258 

J. А2<Рапах ginseng) ЖЫН, oh R RS-180. ҚЫН PR SL Ж 40% — 605 HU fl 
ж) НЛБ ГАХАР Ж Pk Р МЕЛ BE Ibu ik BJ E FR НЕН S bP E TK TER , 

14. ЕЎ 

ЖЖН(САнғараійне топрћоіісих) Б ЕМЕ, ЖАБЫН, ЕНІ ЕГІН Es ИЧА, w 
ЗЫН Е НЕ J) ;使 脾脏 增 次 ,RNA 合 量 增加 , 乞 -UR 挫 入 RNA В, ВЕРНА. 
сс, 及 强 的 松 龙 的 毒性 作用 ,增强 RNase Е THB RNase 8716277. ЕМА 的 分 解 代谢 
降低 ,引起 RNA 累积 和 合成 速 诬 降 低 。 

15. ІШЕ 

ЖШ ЗІЛІ СЕ іешһетососгиз senticosus) 提 得 。 有 实验 表明 , 它 对 小 鼠 S-37,S-180, 肝 瘤 有 
显著 抑 币 作用 ,用 药 后 苟 瘤 小 父 在 种 瘤 生 长 被 搞 制 的 同时 脾 蛋 增加 ,可 减少 环 磷 酰 胺 引起 的 
白 组 隐 数 下 降 及 腑 脏 芋 编 ,显著 增强 免 辛 功能 ,促进 牌 细胞 产生 特异 性 抗体 和 刺激 腹腔 巨 兢 
细胞 的 吞噬 功能 ,从 而 产生 抑 瘤 、 抑 茵 和 解毒 作用 。 

16. 2112528 

ЉТ Ё (Сатгћатиз tinclorius) ЙЫН. ВЕНН XTSRBC 空 班 形成 的 细胞 数 , 挡 抗 
强 的 松 龙 的 免疫 抑制 作用 ,是 免疫 调节 剂 。 

17. KES s 

АШЛЖҢ (Auricularia arurtczia) 提 得 。 可 增加 吞噬 细胞 的 吞噬 功能 , 抗 训 和 升 高 白细胞 
的 生物 活性 。 明显 抑制 大 幢 应 激 型 家 闹 疡 的 形成 ,能 促进 醋酸 型 骨 闹 疡 的 盖 合 。 有 了 明显 抗 炎 
作用 。 抗 注 疡 作用 可 能 与 抗 炎 作 用 有 关 ，。 

18. ЕН 

M 8E3y3(Fucu ритиау ж Еа АБ. МАЗАРЫ ООН ИНЕ ШІН 
作用 ,特别 对 裤 巴 肉瘤 1 号 、 瓦 克 增 -256、 网 状 细胞 肉 痛 .S-180 的 抑制 作用 更 为 显著 。 

19. 其 他 

虫 肉 掌 多 糖 ,从 紧 肉 掌中 提 得 ,对 小 稻 S-180 有 明显 活性 ,未 发 现 毒性 。 卖 草 半 纤 维 寮 也 
x RE 180 ҮЗІ АГК 99.55 ИЕА 8/10, БӘРІ НЕНІ. 

АЯҒЫ жж НЕЕ ИНЕ ФЕН ФОНТЕЯЫ НЕ НАЗЕ S 9536 65 = 
糖 对 S-180 的 抑制 率 分别 为 97%% .92% 及 94%。 甘 蔗 淖 多 糖 对 艾 氏 腹水 癌 的 抑制 率 为 99%% , 糖 
塞 多 糖 对 艾 氏 实体 癌 的 抑制 率 为 100%。 

ЕЖ ФЕН TLS РЕН, À Е. (Сигорлога esculenta) B: 48 BJ GE:, 从 东方 肺 衣 (Eopceria 
orientalis) 担 得 的 LOF-1、.LOF-2, 从 标 遍 枝 衣 (Eveernia фито ЗЕН EP -7 , ҚЖА Hb K 
(Cetrarsa ialandica) 提 得 的 地 衣 京 糖 (lichnan) 和 异地 衣 险 糖 等 对 S-180 均 有 显著 抑制 作用 ， 
抑制 率 达 70% 一 804。 
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二 ,动物 多 糖 


动物 多 糖 主要 是 粘 多 糖 。 粘 多 糖 是 动物 体内 蛋白 了 糖分 子 中 的 糖 链 部 分 。 在 蛋白 聚 粮 
分 子 中 ,许多 糖 链 通过 共 价 键 与 核心 蛋白 相连 , 烙 密 糖 存在 于 动物 外 茧 及 细胞 间 质 中 .。 各 种 
珀 体 分 泌 出 来 的 起 润 油 作 用 的 粘液 中 富 含 粘 多 精 . 粘 过 糖 在 结缔 组 织 中 的 含量 也 很 高 ,是 结 
缔 组 织 无 定形 基质 的 重要 成 分 . 烙 多 糖 在 维持 组 织 及 机 体 的 整体 结 宰 , 保 持 细 胞 让 滚 的 稳定 
方面 ,在 组 积 成 长 和 再 生 过 程 中 ,在 受精 过 程 中 以及 机 栖 与 许多 传染 看 (细菌 ,病毒 ) 的 相互 
作用 中 均 起 着 重要 作用 。 

外 源 性 粘 多 糖 的 生物 学 功能 成 为 烙 多 糖 药 用 的 基础 。 

1. Р 

ВЕЕ ДЕНЕ АТ ТАВ 5, ЗЕ БАНН АРЕ ЗЕ, А — жие. 
жыны ЕЗ ЗЫН НЕН АРЕН, Ш ri 0 uba I а ПІН 5 ВЕ АЕ 
УХ, , КЕ ВЕЕ XIL ХІ, IX, ЗЕЕ Er DL ЖЕЗ Br 3637 ЕЕ ЕНЕВО СН 
Еж Е PE LF РА PE n. C RISE ЗЕ ВАЕ ГТА АНА ЕЕ КАУ У, ДРА НЕЗ ДЕВА 
ЖАН. НАН ИНЕ ЕЧ АНЕ СВЕТЕ КО H hi Bd ЭЛЕККЕ», 因而 可 用 作 
ВУ ВК ЕВЕ А m ЕЛЕНЕ. РВЕ З — АЛЕ E СГУ, УГЕ 
毒 索 及 阻 断 抗 原 一 抗体 反应 对 机 体 起 保护 作用 ,这 已 成 为 治疗 烧伤 、. 肾 小 球 、 肾炎 的 依据 , 肝 
素 还 可 用 于 预防 或 治疗 障 腔 和 胸腔 内 脏 器 粘连 。 肝 京口 服 无 效 。 

2. 硫酸 软骨 素 

硫酸 软骨 素 长 期 以 来 用 子 由 链 才 素 所 引起 的 听觉 障碍 和 的 预防 和 论 疗 ,有 祷 除 主动 脉 和 
组 织 培养 细胞 中 的 脂 质 和 上 脂 蛋 白 的 作用 。 对 狼 、 大 鼠 、 免 等 动物 病理 模型 具有 抗 动脉 粥 样 硬 
化 及 抗 致 锅 样 班 块 形成 以 及 降低 血清 胆固醇 的 作用 。 对 免 、 狂 及 人 个 体 有 抗 血栓 形成 或 抗 凝 
作用 ,能 加 速 大 鼠 实 难 性 冠状 动脉 硬化 或 栓塞 引起 的 心 亚 杯 死 和 变性 的 傅 侣 .再生 和 修复 ， 
能 使 大 鼠 首 样 硬 化 的 冠状 动脉 分 支 或 侧 支 循 环 增加 。 硫 酸软 骨 宗 A(CSAD) 已 作为 医药 产品 
用 于 临床 .CSA 对 冠状 动脉 供血 不 足 的 心电图 有 明显 的 改善 ,对 心绞痛 ,心肌 缺 血 等 症状 有 
显著 疗效 ,无 毒性 ,副作用 较 小 。 

3. 透明 质 酸 

主要 功能 是 在 组 织 中 吸着 水 分 ,具有 保护 和 粘 合 细胞 使 其 不 至 分 散 的 作用 。 延 明 质 酸 作 
为 人 工 玻 璃 体 已 于 近年 用 于 腿 科 临 床 。 体 外 组 织 培养 发 现 有 抗 病毒 作用 。 在 具有 强烈 传染 
性 的 细菌 中 ,在 迅速 生长 的 恶性 肿瘤 中 以 及 在 蜂 毒 和 蛇 栓 中, 均 含 有 透明 质 酸 酶 , 它 能 引起 
透明 质 酸 的 分 解 。 杭 清 透 明 质 酸 和 透明 质 酸 政 在 病理 过 程 中 的 作用 ,在 临床 上 是 很 有 价值 
的 。 

4 甲壳 多 糖 
甲壳 多 糖 ( 即 甲壳 质 ) 是 药物 的 良好 载体 ,具有 组 释 . 长 效 的 转 点 ,可 作为 药物 组 释 剂 ,有 
做 成 膜 状 的 及 压 成 片 状 的 。 它 有 降低 胆固醇 .血脂 等 的 作用 ,已 有 报道 将 其 用 作 心 血管 系统 
降低 胆固醇 的 药物 , 甲 沉 多 糖 因 化 学 惰 福 ,不 与 体液 作用 ,对 组 织 无 灌 物 反应 ,无 毒 以 及 具有 
抗 血 栓 、 而 高 温 消 毒 等 特点 ,所 以 是 优良 的 医用 高 分 子 材 料 , 可 用 子 制作 人 造 皮 肤 . 人 造血 
管 .人 工 肾 等 ,还 可 制 成 外 科 手 术 链 合 线 。 甲 壳 多 糖 还 有 促进 伤 妖 傅 合 的 作用 。 甲 亮 多 糖 对 
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FE P iay tE НМЕ ЖЕНЕ Ж АЕ ЕҚ PEB A R PS ,能 进行 搞 
ЈЗУ, Еа ЕРЕ АН У НОН SER J. H TES E ek rE ФЕ. НІК ЗНЗ ЕГЕ 
А.А НІН НЕНІ ЕЛ ТІНЕ BJ Pr gat lq ХР; ЕЕ Way E EE ik НЧ 
BR. IEEE EI Жа РЕНЖІТЕ у , НЕМЕРЕ ЕВЕН 4 wa eu B Е ЕНЕ, ET 
的 新 药 和 营养 保健 品 方 商 具 有 校 大 发 展 前 景 , 可 作为 早期 癌症 的 治疗 药物 。 另 外 , 壳 聚 糖 作 
次 神经 组 织 收 复 导 管 的 新 园 术 ,有 和 望 克 服 称 植 法 的 次 端 。 当 神经 纤维 长 到 所 升 长 度 并 开始 执 
行 正 常 功能 时 ,管材 将 开始 自行 降解 . 改 性 甲壳 素 纤 维 ( 如 增强 案 乳 酸 复合 材料 ?用 做 骨折 内 
固定 装 轻 有 望 解决 聚 乳 酸 类 骨折 内 国定 装 团 降 解 过 快 的 问题 。 值 得 各 出 的 是 甲壳 质 的 小 分 
子 在 调 挤 生 理 和 病理 过 程 中 已 显 出 相当 活性 ,对 它们 的 和 研究 与 开发 已 所 到 重要 地 位 。 

5. 刺 参 多 糖 

将 鲜 埋 参 CSttchotpas iaponicus) 的 体 壁 经 家 人 蛋白 栈 及 胰 介 浆 水 解 去 蛋白 ,后 用 丙 醇 沉淀 
得 粗 多 糖 ,再 用 氧化 法 脱色 ,以 二 乙 氨 基 乙 基 纤 维 素 分 离 精 制 ,获得 单一 的 粘 客 糖 硫酸 脂 . 腹 
НЕМ 50 mg/kg ;对 小 万 S-180 的 抑制 率 为 53565, 对 S-37 的 抑制 率 为 49 闪 ,对 淋巴 肉瘤 的 抑 
制 率 为 51% МЕЖЕ 5554 ,对 小 坪 乳腺 癌 MA-737 的 抑制 率 为 79. 3 站 。 具有 抗 
小 鼠 乳 腺 癌 MA-737 肿 转 移 的 作用 ,并 能 促进 巨 噬 细 胞 的 排队 功能。 从 刺 参 内 肚 鲜 组 织 中 得 
到 的 两 种 酸性 驳 糖 (3JVSs 及 SJVP) 也 具有 抗 肿 瘤 活 性 和 抗 锋 作用 。 利 用 有 抗 阔 作 用 的 烙 冤 
糖 防止 肿瘤 转移 及 提高 化 疗 药物 作用 的 同时 ,降低 其 毒 副作用 ,有 可 能 为 抗 瘤 治疗 提供 新 途 
ЖЕ. 

6 玉 足 海参 多 糖 

ЉТ Е Е Б (Holofhuria іеиозр Ион ЕЕ МЕНЕ ЕЖІНІ.-Р ЖІНІ,-5.НІ.- 
Р ТАЕ ГРА ВУНЕ F СУРО ЕН ЕН ТВОЕ. 田 一 玉 足 海参 粘 多 
ЖНІМР ЙЕЛ PLE E ЕНА ХУ ñ Ж B B0 PE ЖЕ, ЕЕЕ Er Е ЯН ЛАНУ ПЕ BB 
> , BH 58 +E ga | Pk PA. ЕМЕ АБЫЛ ЖЗНЕ. 

7. Еки 

АНЕНИИЖЕҒЕН ЯН, БНГІЗЕЗ АВНЕ ЕРЕЕН ИНТЕ 
ННІ яла. МЕЖЕШМЖЕНЕННЕМЕЯНЕ ТЕН, ТЕН НОЖ 
3 s K ВС НИЕНІ ОРДЫ АВ ЕНІН АРАН? АКЕН ХАН ik r PGE, 的 会 量 。 对 预先 
НИЛ ЯЕ АЈС ВА, ЖЕНЕ, Am НИЛЕ НИ Е PI W W rh PGE, 的 
ж. ЛЕСНЕ Н А BHS TE PI АГЕЕВ 5 Rx PG КІМІ 2, 

综 上 所 述 ,多 糖 有 多 方面 的 药 用 功能 , 且 毒 副作用 很 小 ,已 在 天 然 药 物 的 研究 中 形成 了 
具有 广 阀 前 景 的 新 领域 .鉴于 激活 免疫 功能 是 与 我 国 传统 医学 的 获 正 固 本 理论 相符 的 , 进 一 
步 发 据 已 知 多 糖 的 新 用 途 ( 钢 如 抗 衰老 等 功能 ) 乃 是 很 有 现实 意义 的 。 
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【本 章 要 点 了 

蛋白 质 的 芒 能 、 分 类 及 蛋白 质 工 程 
氨基 酸 的 功能 、 结 构 、 性 质 
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其 他 若干 问题 
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第 一 节 ” 蛋 拍 质 的 功能 .分 类 及 蛋白 质 工程 


| 


.蛋白 质 的 功能 


对 生物 体 来 培 , 比 起 多 糖 这 类 生物 大 分 子 , 蛋 白质 、 酶 和 核酸 这 几 类 生物 大 分 子 显得 更 
重要 ,它们 是 和 生命 直接 相关 的 各 类 物质 ,生命 最 基本 的 特征 是 能 够 进行 新 陈 代谢 和 自我 复 
制 。 生 物体 从 环境 中 得 到 物质 和 能 量 , 用 以 自 鼻 的 繁殖 并 能 发 生 传 给 后 代 的 永久 变化 ,就 这 
“一 生命 的 重要 过 程 来 说 ,DNA 当然 是 第 一 位 的 , 它 基 基因 的 载体 ,但 蛋白 质 也 是 极为 重要 
的 ,没有 蛋白质 的 作用 ,DNA 的 复制 .信息 的 转录 .遗传 密码 的 翻译 等 均 无 从 谈 起 。 

一 个 生物 体 从 出 生 ,繁殖 下 一 代 到 生命 结束 ,无 时 无 肇 不 在 进行 着 各 种 化 学 和 物理 变 
化 . 从 现 有 知识 看 ,地 球 上 所 有 生物 体 的 全 部 活动 都 悬 由 各 种 不 同 的 蛋白 质 来 承担 的 。 蛋白 
质 可 简称 为 功能 大 分 子 , 核 酸 是 遗传 大 分 子 。 蛋 白质 在 生物 体内 的 功能 简 述 如 下 。 

《1) 催 化 功能 :从 食物 入口 开始 ,接着 将 食物 消化 ,吸收 其 中 有 用 的 物质 ,将 之 转化 成 各 
种 生物 体内 所 需 的 物质 ,而 将 一 些 剩 余 的 废物 排出 体外 。 这 过 程 有 一 系列 的 化 学 反应 ,与 无 
机 界 不 同 , 生 物体 的 所 有 这 些 变 化 都 是 在 酶 的 催化 下 进行 的 , 酶 主要 是 一 大 类 特定 的 蛋白 质 
分 子 , 它 们 非常 高 效 而 专 一 地 催化 体内 各 种 化 学 反应 ，。 

27 运输 功能 :生物 需要 呼吸 ,高 等 动物 吸 进 O, 呼出 CDOs, 血液 中 的 蛋白 质 一 一 血红 蛋白 
从 肺 部 携带 OO ,将 之 传送 到 全 身 , 然 后 将 部 分 COs 带 到 肺 部 吐出 到 体外 ,这 就 是 蛋白 质 的 运 
输 功 能 。 另 外 ,体内 许 儿 小 分 子 物 质 和 离子 进出 细胞 也 是 由 某 些 特异 蛋白 质 承 担 运输 任务 
的 , 即 许 多 和 蛋白质 起 搬运 某 些 物质 的 功能 。 

C3) 运动 功能 :生物 体 要 运动 ,小 的 微生物 体内 有 几 种 管 运动 的 址 白质 ,这 些 蛋 白 颖 分 子 
的 相互 滑动 引起 绍 胞 形状 的 改变 ,使 细胞 前 后 忠 动 。 高 等 动物 也 有 类 仆 的 几 种 运动 重 引 质 ， 
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它们 要 出 微生物 的 复 如 ,蛋白质 分 子 疝 的 装配 也 巧妙 得 密 。 高 等 生 特 的 自主 运动 如 直 肢 的 活 
动 和 非 自 主 运 动 如 心脏 的 跳动 等 都 是 由 肌肉 来 承担 的 ,而 肌肉 者 是 由 省 种 可 运动 的 蛋白 质 
和 可 调节 控制 的 羽 白 质 组 成 的 ,肌肉 收缩 是 通过 肌 球 蛋白 质 和 肌 动 蛋白 硕 的 相对 注 动 来 实 
现 的 。 

(4) 调 节 功 能 ;生物 体内 溃 种 反应 的 快慢 ,各 种 产物 的 猴 少 , 某 些 刺 汶 引 起 的 兴奋 或 挤 
制 ,体温 的 高 与 低 等 等 ,这 些 变化 都 只 允许 在 一 定 范围 内 波动 。 榨 制 这 种 波动 范围 需要 有 一 
系列 的 洞 节 控 制 系统 ,激素 系统 是 其 中 最 重要 的 ,有 许多 蛋白 质 及 多 肽 是 激 妾 系统 的 量 要 成 
员 。 

《5) 防 御 荔 能 :此 外 还 有 专 管 感觉 接受 的 蛋白 质 , 起 各 种 防御 功能 的 蛋白 质 . 生 物体 有 一 
整套 的 防御 体系 ,用 以 防御 至 病 微 生物 或 病毒 侵害 而 产生 的 抗体 .抗体 是 一 类 高 度 专 一 性 的 
蛋白 质 , 它 能 专 一 识别 病毒 、 细 菌 以 及 机 体 细 胞 ,并 与 之 相 结合 ,起 着 保护 机 体 的 作用 ,此 外 ， 
还 发 现 某 些 蛋白 质 以 干扰 素 形 式 存 在 于 细胞 内 ,消灭 在 抗体 蛋白 质 作用 下 “漏网 * 的 入 侵 病 
毒 。 

《6) 识 别 功 能 :近代 分 子 生 御 学 的 研究 还 表明 ,蛋白 质 在 遗传 信息 的 控制 .细胞 膜 的 选择 
通 透 性 以 及 高 等 动物 的 记忆 、 识 别 机 制 方面 也 起 郑重 要 作用 . 

7) 结构 成 分 :蛋白 质 更 是 生物 体 的 细胞 和 组 织 的 主要 组 成 成 分 ,也 是 生物 体形 态 结构 
的 物质 基础 。 


二 、 复 白质 研究 概况 及 和 蛋白质 工 程 


在 蛋白 质 这 个 领域 有 两 件 事 我 们 应 该 忆 住 ; 

(121931 年 ,我 国学 者 其 宪 ( 福 建 入 ) 提 出 的 蛋白 质变 性 学 说 至 今 被 公认 。 其 大 意 为 ;天 
然 乙 白质 具有 规则 紧密 的 结构 ,这 种 规则 的 结构 由 副 键 联系 稳定 ,变性 因素 破坏 了 这 种 列 
键 ,蛋白 质 结 构 便 会 松散 ,有 规则 的 蛋白 质 结构 就 会 变 为 无 规则 松散 的 结构 。1993 年 为 纪念 
吴 宪 先生 诞辰 100 周年 ,中 国生 化 学 会 在 沈阳 召开 了 第 八 必 全 国生 化 学 术 会 议 ,并 专程 从 美 
国 邀 请 吴 罕 先 生 的 公子 匡 瑞 到 会 作 报告 。 

(2)1965 年 ,我 国生 化 学 家 首先 人 工 合成 了 具有 活性 的 蛋白 质 一 一 牛 胰岛 农 ( 这 是 一 个 
56 个 氨基 酸 残 基 组 成 的 小 蛋白 ,主要 用 于 治疗 糖尿 病 ), 处 子 国际 领先 地 位 。 该 课题 的 主要 
负责 人 为 当时 和 酝 上 海 生化 所 所 长 的 王 应 鳞 教 授 ,福建 金门 人 ,这 项 工作 后 来 获 国 家 自然 科学 
一 等 奖 ,但 王 应 号 教授 谦 让 ,在 获奖 者 和 名单 上 都 没有 他 的 名 字 , 表 现 了 他 崇高 的 品质 。 

20 世纪 60 年 代 后 期 起 ,核酸 的 研究 开始 取得 突破 ,生化 学 家 和 分 子 生 物 学 家 将 他 们 的 
兴奋 点 转向 了 被 酸 ,并 获得 了 重大 进展 ,硕果 累累 。 但 是 到 了 80 年 代 , 核 酸 学 家 注意 到 ,他 们 
的 工作 要 进一步 深入 发 展 ,蛋白 质 的 一 系列 问题 必须 高 庶 重 视 。 对 核酸 知识 的 发 展 极 大 地 丰 
富 了 研究 看 白质 的 思路 ,途径 和 手段 ,也 促进 了 蛋白 后 的 研究 。 究 其 实 是 和 蛋白质 由 于 功能 的 
多 样 性 , 它 的 性 质 也 是 多 种 多 样 的 。 既 存在 荐 大 量 性 质 一 般 的 蛋白 质 , 但 也 常会 过 到 性 质 十 
怪 的 蛋白 质 ,因此 ,目前 丰富 多 彩 的 莹 白 斋 不 仅 是 乙 白 质 化 学 家 专 有 的 研究 对 钴 ,而 且 也 成 
了 从 分 子 水 平 上 研究 各 种 生物 学 现象 的 科学 家 的 研究 对 象 。 蛋 白质 正在 成 为 新 的 水 平 上 普 
议 受 到 重视 的 宠儿 , 变 成 了 最 热 的 研究 铬 域 之 一 。 | 

蛋白 质 研究 变 热 , 还 有 一 个 值得 一 提 的 重要 原因 就 是 蛋白 质 的 研究 有 广泛 的 应 用 价值 。 
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美国 杜邦 公司 的 Wallace Carothers 4812368 22 J: (h 38.3 82 3⁄8 PL — ЖРА “ЕЕЕ” ДЕ 
学 键 连接 起 来 形成 的 高 分 子 后 ,就 决定 创造 酰 膀 键 连接 的 高 分 子 , 但 是 他 没有 用 无 然 的 氨基 
酸 , 而 是 采用 了 更 简单 易 得 的 高 分 子 单元 。 他 懂得 如 何 把 它们 连接 起 来 后 ,于 1939 年 发 明了 
由 成 干 上 万 单元 接 起 来 的 尼龙 (又 称 锦 纶 ); 例 如 由 己 内 栈 腔 合成 的 锦纶 60{ 也 即 尼龙 §, 是 耐 
窖 性 最 好 的 合成 纤维 )。 


300 0 


NH(CH;);CO --Н,Оғ--- HzNCH:CH;:CH:CHzCHsCOOFW - 80 
[|__| 

1 1 
+NH(CH,;)—kC NH,CH,(CH;),CNHCH,(CH,),COOH 


高 聚 物 , 锦 给 60 (ше. 6) 


(从 这 里 让 我 们 学 到 了 辩证 法 ,量变 引起 质变 ,生命 分 子 -无 生命 材料 。) 

另 一 方面 是 近年 来 药物 的 开发 强调 内 源 性 ,因为 生物 体 本 碳 体 内 具有 的 蛋白 质 不 致 于 
引起 副 反 应 ,还 可 能 有 非常 好 的 专 一 福 而 具 特 效 ;如 胰岛 素 至 今 依旧 基 治 疗 糖尿 病 的 最 有 效 
的 药物 。 

人 胰岛 素 是 用 DNA 重组 技术 生产 的 第 一 个 医药 癌 , 它 的 应 用 减少 了 动物 胰岛 素 《 如 牛 
胰岛 素 ) 产 生 的 过 繁 反 应 和 其 他 在 长 期 治疗 中 出 现 的 有 害 反 应 ,这 些 优 点 使 其 在 英国 的 应用 
率 为 80% ,美国 为 0% 。 目 前 在 世界 范围 内 ,动物 来 源 的 和 重组 产生 的 胰 品 案 (《 人 ) 都 同时 得 
到 应 用 ,但 是 重组 产生 的 胰岛 素 的 好 处 前 待 证 明 ,因为 人 胰岛 可 临床 才 几 年 (7 一 8 年 ), 就 遇 
到 了 意 柜 不 到 的 向 题 ,所 1989 年 10 月 美国 4 经 济 学 家 ?杂志 报道 ,有 19 名 青年 糖尿 病 乱 者 死 
ЖЕТКІ ,值得 注意 的 是 他 们 全 都 应 用 了 人 胰岛 素 ,研究 人 员 认 为 人 贱 岛 素 比 动物 贱 
态 素 进入 体内 作用 更 迅速 ,产生 效 时 更 快 ,所 以 使 用 起 来 也 就 更 危险 。 这 促使 人 们 从 给 药 部 
位 ,给 药方 式 等 来 解决 其 所 产生 的 木 良 后 果 , 如 遂 皮 给 药 МЕНЕЕ ЖАР ЕРЛЕАВЕ 
ЖЕЖ СЕЛЕН 39). 

Ж ,看 白质 有 各 种 非常 优越 的 特性 ,可 作为 工农 业 生 产 中 的 有 效 物 质 而 加 以 利用 。 特 
别 是 作为 恒 白 质 的 入 ,能 在 十 分 温和 的 条 侍 下 , 专 一 性 而 高 效 地 催化 化 学 反应 ,一直 是 人 们 
下 下 不 倦 导 找 的 手段 .近年 来 生物 工程 技术 发 展 迅速 ,而 生物 工程 所 要 解决 的 产品 中 绝 大 部 
分 是 各 种 各 样 的 蛋白 质 。 

第 四 ,蛋白质 的 知识 是 普遍 有 用 的 。 蛋 白质 的 研究 手段 与 思想 方法 正 被 其 他 领域 相当 广 
泛 地 采用 ,从 事 各 种 研究 领域 的 生物 学 家 .医学 专家 .化 学 专家 及 工程 学 家 正在 进行 着 模拟 
蛋白 质 的 研究 。 

在 生物 体 这 部 活 的 机 器 中 ,蛋白 质 扮 演 了 各 种 不 同 功能 的 工作 部 件 的 角色 ,没有 和 蛋 户 质 
就 没有 生 偷 。 蛋 白质 的 功能 是 多 种 洛 样 的 ,为 了 适应 这 些 不 同 的 功能 需要 ,不同 的 蛋白 质 需 
具有 不 同 的 人 性质 ,有 的 溶 于 水 ,有 的 深 于 盐 这 液 , 也 有 的 溶 于 脂肪 双 层 之 中 ,分 子 大 小 和 分 子 
形状 也 很 不 一 样 。 有 人 估计 组 成 一 个 复杂 的 高 等 生物 大 致 需要 近 百 万 种 蛋白 质 。 

有 趣 的 是 蛋白 质 分 子 的 一 级 结构 却 不 太 复 淋 , 它 的 基本 结构 是 长 链 状 的 耿 链 ;而 联 链 基 
由 氮 基 酸 通 过 肘 键 连接 而 成 的 ,能 构成 蛋白 质 的 氮 基 酸 种 类 也 不 多, 只 有 29 种 ,而 它们 的 结 
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构 有 几 个 其 同 点 ;(1) 它 们 的 氨基 与 着 基 都 过 接 在 一 个 碳 原 子 上 , (2) 从 立体 千 构 上 看 都 是 工 
型 。20 种 氨基 酸 按 不 同 的 排列 次 序 , 以 不 同 的 数 莉 形 成 了 种 英 庞 杂 的 蛋白 质 。 从 20 忆 年 的 
地 球 进 化 过 程 中 ,自然 界 利用 化 学 规律 , 簿 选 出 这 人 么 活跃 的 生物 功能 高 分 子 一 一 蛋白 质 , 真 
是 天 工 巧 作 , 令 人 惊叹 。 

复杂 而 多 样 的 蛋白 质 处 19 己 纪 初 就 吸引 了 科学 家 的 关注 。 和 红血球 中 输送 〇 ; 的 血红 和 蛋 
白质 是 最 早 被 研究 的 蛋白 质 之 一 .经 过 湿 长 的 研究 过 程 ,到 20 世纪 40 年 代 , 解 闫 了 一 些 基 本 
方法 问题 ,研究 了 大 量 纯 的 蛋白 质 的 许 密 属 性 ,如 分 子 的 大 小 .形状 以 及 在 不 同 条 侍 下 的 禧 
解 度 天 结晶 能 力 等 。 这 些 工作 以 社会 生产 技术 的 高 度 发 展 为 背 晤 ,同时 也 旭 育 着 重大 的 痪 
破 。 到 50 年 代 和 60 46, ВЕНА ГЕН ЛАҒЫ ШЕМ. СООҒ.бапве НН Г 
ЖЕН Hk kk St PERO HEP ДЕ, (2)L. Pauling 提出 了 上 肘 链 盘 绕 成 特定 的 -螺旋 的 模型 ， 
(3)Perutz 与 Kendrew 相继 解 出 了 血红 蛋白 和 肌 红 蛋白 在 晶体 状态 时 的 全 部 原子 的 空间 排 
ДЕСЕ 立体 结构 .这 一 系列 发 现 与 发 展 , 为 近代 分 子 生 物 学 的 建立 提供 了 重要 的 实验 基 
础 .(4) 化 学 合成 胰岛 素 的 成 功 , 是 几 十 年 研究 重 白 质 化 学 纤 构 成 就 的 一 次 总 鱼 ,说明 从 握 基 
酸 组 成 到 眶 链 中 氮 基 酸 排 列 次 序 的 这 一 系列 学 说 ,真实 地 反映 了 客观 事实 ,在 取得 这 些 突出 
成 果 的 同时 ,对 蛋白 质 进 行 了 系统 的 研究 ,围绕 着 蛋白 质 的 结构 与 功能 关系 ,获得 了 大 其 的 
知识 。 在 那 时 ,蛋白 质 是 生化 研究 中 最 热闹 的 领域 。 

蛋白 质 工 程 是 在 重组 DNA 方法 用 于 “操纵 "蛋白 质 结构 之 后 发 展 起 来 的 一 个 分 子 生物 
学 分 去 。 在 一 般 意 义 上 ,所 谓 * 工 程 "* 是 指 把 纯 科 学 知识 变 为 实际 应 用 的 艺术 利 科学 ,但 在 实 
际 研 究 工 作 中 ,应 用 研究 与 应 用 的 基 碘 理 论 研究 很 难 截 然 分 开 。 人 多 此 , 蛋 日 质 工 程 的 范围 包 
括 任 何 旨 在 把 蛋白 质 加 识 变 为 实际 应 用 的 研究 和 方法 ,其 中 的 主体 是 如 何 “ 操 纵 ” 蛋 自 质 以 
图 搞 清 其 结构 与 功能 的 关系 , 景 次 将 之 用 于 实际 ，。 

在 哩 前, 蛋白质 工 程 包括 四 大 方向 的 研究 : 

(C1) 利用 已 知 的 蛋白 质 一 级 结构 的 信息 作为 应 用 研究 ,这 基 记 今 为 止 蛋 白质 工程 研究 中 
最 成 功 的 方面 .例如 ; 荣 些 具有 不 同一 级 结构 的 多 肘 都 可 作为 细胞 内 通道 和 细胞 识别 信号 而 
起 作用 ,这 些 多 肤 分 子 都 较 小 ,推测 可 能 具有 特定 的 三 级 结构 , 故 可 作为 有 功能 的 一 级 结构 
草 元 。 据 此 有 人 利用 原核 细胞 的 信号 上 胀 直接 指导 牛 胰 蛋 白 酶 拙 制 漳 的 分 泌 及 适当 的 吉 工 处 
жін, 此 外 ,还 有 一 类 和 蛋白质, 可 对 其 氨基 酸 侧 链 进行 政 造 而 获得 新 的 性 质 . 例如 ,除去 所 
化 克 感 性 侧 链 可 使 蛋白 质 趋 于 稳定 ,这 可 用 于 删 造 失 活 后 对 图 化 稳定 的 蛋白 质 的 变异 垢 。 

(2 从 混 变 异体 库 中 筛 取 和 选择 具有 一 定 结构 一 功能 关系 的 蛋白 质 。 蛋 外 质 的 变异 是 蛋 
白质 工程 中 很 重要 的 研究 内 容 和 手段 ,研究 者 可 有 目的 地 在 特定 位 点 上 使 蛋白 质 产 生变 蜡 ， 
然后 研究 其 结构 与 功能 .如果 有 一 个 混杂 的 变异 体 库 , 也 可 从 中 簿 选 出 具有 一 定 结构 一 功能 
关系 的 蛋白 质 。 例 如 ;有 人 把 对 热 不 稳定 的 酶 的 基因 转移 到 嗜 热 生物 体内 ,然后 利用 酶 的 某 
些 标志 (如 对 卡 那 寺 素 的 抗 竹 ), 筛 选 出 对 热 稳定 的 酶 ,这 既 保 持 了 酶 原来 的 性 质 ,又 增加 了 
热 稳定 性 。 这 是 改造 蛋白 质 性 质 的 一 个 成 功 例子 。 这 -类 研究 的 主要 困难 是 变异 体 库 的 获 
得 及 筛选 方法 的 建立 。 

(3) 定 量 确定 蛋白 质 结 构 与 功能 的 关系 。 这 是 目前 蛋白 质 工 程 的 研究 主体 。 这 类 研究 的 
课题 很 广泛 ,包括 蛋白 质 三 维 结构 模型 的 建立 .与 配 体 的 结合 和 酶 催化 的 性 质 、 量 白质 折 登 
和 稳定 性 研究 .蛋白 质变 蜡 等 等 .这 类 研究 看 起 来 偏重 更 论 , 但 对 子 指导 实际 工作 意义 重大 。 
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(ОЯНА ЕЕЗ АЈ НЧ, ВАТА НАР, - ЕГЕ 
НІН К з Bi À. Р Sa BJ PE Ya , El Bit 3 ВЕЛ — 26 АК, 

ЗЕЕ Fi J TRE n p ЕЕ ПЕ ЕНЕ ЕН КЕЛ S u sa ЕДЫ НӨАТ 
EE. ВЖЕ Pa E SE AE ИЛР, J PJ E Eny ua) PEB АТ ЕЕ АКАН . 在 蛋白 质 分 子 
ЖЕТЕ , R 5112 ju FE 28 31341 B] ХАС ИЕ Е, ПК Ц Sl b ПТ З ЛЕТ ER КЕ 
ЖАЛАЯК. БИЛЕНДІ ЖІЛІК. ВК T A fu 5 
ЗЕРТТЕ, ЯҒ ЕНУ НА КАНАЛЕ МЕННЕН ЖЕЛЕ 
ЖЕ, рна КОЛЕРЕ НВС АЙМЕН ЖИН 
型 。 

恒久 质 化 学 一 一 一 门 古老 而 依然 兴旺 的 学 科 。 

С:50%--554 
Н:6%--8% 
О.20%--23% 
蛋白质 元 素 组 成 4N :15%—18% ”平均 为 16%, 凯 氏 定 氮 法 的 基础 ， 
CKiedahl)1 g(N2=6. 25 g( 蛋 白质 ) 


5:0--4% 
Р;0--3% 


三 ,、 直 和 白质 的 分 类 


蛋白 质 的 种 燃 非 常 之 多 ,为 了 研究 方便 ,就 出 现 了 分 类 问题 。 曾 经 出 现 过 众多 的 分 类 方 
法 ,它们 各 依据 蛋白 质 分 子 的 其 一 特征 进行 分 类 ,但 这 些 分 类 法 大 儿 因 发 现 大 量 新 的 蛋白 质 
而 产生 困难 。 为 了 有 助 于 了 解 蛋 白质 的 全 瑶 , 不 妨 介 绍 几 种 分 类 法 ， 

1. 按 分 子 对 称 性 划分 的 分 类 法 

球状 蛋白 质 (globular protein) 

缂 维 状 蛋 白质 ,又 分 为 可 溶性 ,不 溶性 蛋白 质 

这 种 分 类 法 在 重 上 质 研究 热衷 于 分 子 大 小 与 分 子 形状 的 时 期 是 十 分 简便 有 用 的 。 其 优 
点 是 简便 ,缺点 是 太 第 统 。 

2. 按 溶解 性 质 与 结构 内 容 综 合 考虑 的 分 类 法 

简单 蛋白 质 

RE tE E Pt 

тА 

20 世纪 初 ,蛋白 质 的 研究 工作 主要 集中 在 利用 蛋白 质 的 多 种 不 同 的 济 解 性 质 而 将 它们 
分 高 纯化 ,这 种 分 类 法 是 那 一 历史 时 期 的 反映 。 下 面 介 绍 的 按 功能 分 类 法 则 是 和 蛋白质 研 究 进 
人 化 学 结构 时 期 的 反映 。 

3. 按 功能 的 分 类 法 

活性 蛋白 质 ; 酶 ,激素 蛋白 质 ,转运 和 由 存 蛋 白质 ,运动 蛋白 质 ,防御 蛋白 质 , 受 体 蛋 扫 
质 , 膜 蛋白质 

非 活性 蛋 帕 质 : 胶 原 、 角 蛋白 质 . 弹 手 蛋 白质 , 丝 心 蛋白 质 
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这 种 分 类 法 也 是 蛋白 质 研究 已 发 展 深入 到 了 解 结构 与 功能 间 的 关系 及 和 蛋白质 与 看 白质 
相互 关系 的 阶段 的 反映 ，。 

4. 按 组 成 的 分 类 法 

简单 蛋白 质 : 只 由 氨基 酸 组 成 

结合 蛋白 质 :由 氨基 酸 和 其 他 组 分 如 糖 , 脂 ,核酸 ,其 他 辅 基 等 组 成 。 

当然 还 有 其 他 的 分 类 法 ,在 此 不 一 一 述 及 。 分 类 并 非 是 我 们 讨论 的 主题 ,介绍 分 类 法 的 
主要 目的 是 ;(1) 让 我 们 了 解 到 蛋白 质 的 概况 ;同时 在 各 种 文献 中 经 常 使 用 上 述 和 蛋白 质 的 名 
称 ,因此 ,有 了 解 它们 的 必要 。{2) 也 可 以 看 出 午 白 质 种 类 与 功能 的 多 种 多 样 。(3) 还 可 以 看 
到 将 有 机 性 看 成 一 台 机 器 的 话 , 蛋 白质 就 是 机 器 中 的 多 种 工作 部 件 ,在 机 器 的 运转 中 起 着 十 
分 重要 的 作用 。 


第 二 节 ”氨基 酸 的 功能 、 结 构 . 性 质 


一 ,外 基 酸 的 功能 及 应 用 


氨基 酸 除 了 作为 蛋白 质 的 基本 结构 单元 物质 外 ,还 有 一 些 重要 功能 ,如 化 学 信息 的 传递 
〈 甘 氢 酸 、 谷 氨 酸 衍生 物 的 Y- 氨 基 丁 酸 , 色 氨 酸 术 生 物 的 5- 羟色胺 和 褪 曙 数 素 等 是 神经 传递 
素 ; 酷 气 酸 衍生 物 的 甲状 腺 素 、 存 在 于 植物 体内 的 色 氢 酸 术 生物 的 碘 乙 酸 等 均 是 激 京 ) :又 如 
生物 体内 各 种 复杂 含 所 分子 的 折 源 也 来 自 氨 基 酸 (如 核 音 .核酸 中 的 含 氮 碱 基 、 血 红 素 . 叶 绿 
素 等 ) ,还 有 一 些 氨基 酸 是 代谢 的 中 间 体 (如 精 氨 酸 . 瓜 氨 酸 . 鸟 氨 酸 分 别 是 尿素 代谢 鼻 环 的 
中 间 产 物 ) 等 。 

另 一 方面 ,氨基 酸 在 生产 实践 中 也 可 发 挥 重要 的 作用 。 它 的 应 用 大 致 有 如 下 江 方 面 。 

1. 在 食品 和 饲料 添加 剂 方面 的 应 用 

首先 , 它 可 作为 饲料 添加 剂 。 谷物 等 食物 和 饲料 中 某 些 必需 氨基 酸 如 工 - 赖 氨 酸 .天 苏 毛 
酸 、 万 甲 硫 氢 酸 和 万 色 氨 酸 等 往往 不 足 ,因此 为 了 保证 充分 的 营养 价值 ,通常 需要 补充 这 此 
氨基 酸 ,这 是 当前 氨基 酸 的 主要 应 用 之 一 。 另 一 类 应 用 则 是 作为 调味 品 、 甜 味 剂 等 。 最 为 人 
们 所 熟知 的 氨基 酸 类 调味 品 是 千家 万 户 常用 的 味精 , 它 是 谷 氮 酸 销 盐 , 可 作为 调味 剂 的 还 有 
L- 甘 氨 酸 .L 苦 丙 氮 酸 等 。 近 年 来 ,人 们 还 在 致力 于 开发 低热 量 甜 球 剂 ,一 种 新 型 氨基 酸 类 
甜 味 剂 一 - 工 天 冬 氨 酸 -L- 茶 丙 氨 酸 甲 酝 特 别 引 人 注目 ,因为 它 的 甜 度 为 砂糖 的 150 倍 以 
上 ,但 产生 的 卡路里 只 有 和 砂糖 的 1/200, 适 于 糖尿 病 患 者 和 肥胖 人 食用 ,在 这 类 应 用 中 值得 提 
到 的 还 有 半 胱 氨 酸 ,利用 它 的 还 原 性 可 使 面包 的 焙 烘 加 工 有 较 好 的 质量 ，。 

2. 在 医药 方面 的 应 用 

包括 两 方面 :一 是 作成 输液 供给 各 种 病人 ,过 去 主要 由 必需 氢 基 酸 组 成 ,现在 一 般 认为 
JE 必需 氨基 酸 也 是 必要 的 。 另 一 方面 是 直接 用 于 治疗 ,例如 工 - 精 氮 酸 能 通过 庄 导 及 中 的 精 
氨 酸 酶 减轻 高 血 所 和 肝 疾 患 ,三 - 半 胱 氨 酸 可 用 于 治疗 支气管 炎 和 机 粘 膜 炎 , 面 三 谷 所 酰 踊 
和 元- 组 氨 酸 则 对 治疗 胃 泪 疡 有 效 。 
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3， 在 化 学 工业 方面 

аялап) НЕДЕ АРЕН ЕТІ У АСУР ЕГН РЕ А, ШЕ УР 
还 可 用 于 生产 表面 活性 剂 . 杀 菌 药 和 杀 虫 药 等 。 

基于 和 氨基酸 的 获得 ,一般 说 月 3 种 可 能 的 途径 :一 是 水 解 改 白质 ;二 是 化 学 合成 ;三 是 生 
物 合成 ,第 三 条 途径 又 可 分 为 ;直接 发 醉 法 , 即 以 葡萄 糖 之 类 的 物质 为 发 酵 培 养 基 ,通过 菌 的 
生长 发 酵 以 产生 相应 的 氨基 酸 , 日 前 工 - 谷 毛 酸 、 上 - 蒜 氨 酸 的 生产 主要 是 采用 这 种 方式 ;前 体 
转化 法 , 即 利用 所 基 酸 的 前 体 中 间 物 为 出 发 原料 ,通过 微生物 作用 转化 为 相应 的 氨基 酸 , 如 
邻 毛 基 菏 用 酸 转化 为 色 得 酸 ; 酶 促 直 接 转 化 法 ,例如 利用 大 哆 杆菌 天 冬 氮 酸 酶 催化 延 胡 索 酸 
转化 为 L- 天 门 冬 氮 酸 ,在 酶 促 转 化 方面 ,现在 的 扑 势 有 2 种 ,一 是 半 合 成 法 和 酶 促 法 相 结合 ， 
如 工 - 贺 氨 酸 的 生成 就 可 先 通过 化 学 法 各 成 也/ 工 -氨基 环 已 桔 腔 ,然后 再 通过 消 旋 酶 和 水 解 酶 
的 作用 得 到 所 需要 的 赖 所 可; 33 — Ea EE JT 22 B| ЕЕ ИЕ СИОН, леа 34 8 АЕ 
ЖЭНЕ £: BE K a ӘНІНЕН. 

氨基 酸 的 应 用 和 生产 近年 来 发 展 很 快 ,按照 1981 E BJ SE TT: ЕН ЕН ЕҢ 
约 达 20 亿美 元 。 


二 、 天 然 氨基 酸 的 主体 结构 


1. or 氨基酸 
МН, 


к—0—С00н 。20 种 天 然 所 基 酸 见 图 3-1 。 
H 


2. 0 磋 是 手 性 碳 

氨基 酸 的 立体 异 构 导 致 蛋白 质 有 构象 , 卖 现 出 反应 特性 和 生物 学 功能 。 试 想 媳 果 是 访 扎 
基 酸 ,那么 肽 链 中 可 以 旋转 的 单 键 又 增加 一 个 ,11 个 B- 扎 基本 构成 的 肽 链 中 , 则 旋转 的 单 键 
就 有 3za 一 2 个 ,结果 位 阻 明显 减少 , 肽 链 有 更 大 的 可 卷曲 性 ,这样 及 所 基 酸 构成 的 肽 链 带 来 
药 将 是 另 一 个 完全 不 同 的 世界 .那些 性 氨 基 酸 构成 的 肽 链 则 是 我 们 熟悉 的 尼龙 王国 ,这 一 极 
端 可 以 作为 一 个 量变 到 质变 的 例证 。 

з. 大 部 分 揽 基 汕 为 工 型 ,可 能 是 进化 方面 的 原因 

但 吃 与 上 型 对 映 栖 羽 表 示 手 性 而 连接 的 4 个 基 团 的 相对 位 置 ,与 依 振 光 偏 转 方 向 的 正 、 
负 无 直接 关系 。 对 于 万 与 工 型 的 对 腕 体 , 其 燃点 、 洲 解 度 及 其 他 物理 性 质 均 相同 。 

4. R 基 不 同 是 氨基 酸 分 类 的 依据 

根据 RR 基 的 水 溶性 又 分 为 亲 水 性 氨基 酸 . 斑 水 性 氨基酸 ,在 一 定 介 质 中 根据 及 基带 电荷 
情况 可 分 为 酸性 氨基 酸 、 碱 性 氨基 酸 . 中 性 氨基 酸 ,还 有 根据 生理 过 程 分 为 必需 气 基 酸 (8 十 3 
种 ), 非 必需 氨基 酸 (10 或 12 种 ) 等 。 

s. 天 然 氨 基 酸 只 有 :20 种 

蛋白 质 是 20 种 ZKo)? 氨 基 酸 的 共聚 物 ,为 什么 自然 界 的 蛋白 质 只 由 20 种 氨基 酸 组 成 ,而 
已 是 清一色 的 型 的 - 气 基 酸 ,目前 尚 无 确切 解释 (细菌 细胞 鉴 中 有 厂 - 谷 氨 酸 )。 蛋 白质 御 底 
水 解 后 的 产物 分 析 有 200 才 种 氨基 酸 ,那么 为 什么 说 蛋白 岳 只 由 20 种 氨基 酸 组 成 ? 根据 什 
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ЕЕЕ РЕА 2 0 


H Ü 
нй -с-0-—0 


图 31 нии 


на H I 
-4- о uh ео 
Gh 
ж? 


不 能 根据 R ЖЕ s (aE t Sd s. 
нп. н.с) #PiW0080SR —Hc— )-он 


了 了 


—CH,—SH É fk S£ Bz S H Sat —СН,СН;—5—СнН, 
一 CH 一 OH 丝氨酸 与 苏 氮 酸 一 CHCCH;) 一 OH 
一 H 甘氨酸 与 再 氨 酸 一 CH， 


这 些 都 是 天 然 气 基 酸 的 ,或 说 基本 和 氨基酸 , 均 属 20 种 之 列 。 但 下 列 几 组 氨基 酸 左 纵 列 是 天 然 
(基本 ) 氮 其 酸 , 而 右 纵 列 则 否 。 


CH 一 一 CH—— 
í a лавы ҰСЫ ЕСТІ 
Н;С 
CH; СН;-- 
ен. CH, 
сн, CH; 
ең, СН; 
нан, 赖 氮 酸 与 МН: СН, H 353033 88 


Н-СН,- 9 5-СН,-5-5-СН,- ВЕ B° 
ЕЕ ЈЕ Д —5—5—) 


HN наны HN 4- e BE <, 52: 


HO 
CH; CH, 一 一 
сн, сн, 
сн, CH_OH 
сн, Сн, 
ғын, 赖 氨 酸 与 нн, 5-3 98 234 НУ 
1 1 
сн; mo 
1 1 
再 氨 屋 与 


甲状 腺 素 


右 纵 列 这 些 R 基 形 成 的 氨基酸 是 在 合 或 蛋白 质 以 后 被 收 饰 的 ,所 以 不 能 单独 算 为 一 种 
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天 然 氮 基 酸 。 在 合成 蛋白 质 时 ,只 有 20 种 天 然 L-(o)- 氮 基 酸 。 

值得 一 提 的 是 ,核酸 一 蛋白 贰 检测 仪 仅 两 个 该 数 ( 繁 外 吸收 仪 ): 

254 nm 为 核酸 的 特征 吸收 峰 , ЕЕ БН ҒАНЫ, ЕТЕ ЕЕ ИИ, 

280 nm 为 蛋 贞 质 的 特征 吸收 峰 , 主 要 是 蛋白 质 民 基 中 含 芋 环 的 氢 基 酸 如 酪 握 酸 ` 6,38 
酸 . 荃 丙 所 酸 有 特征 吸收 所 致 。 


三 氨基酸 的 电 高 


氨基 酸 是 两 性 电解 质 , 在 水 洲 液 中 存在 光 个 电离 平衡 。 

1. 等 电 点 pI 

是 各 个 氨基 酸 的 特征 值 ( 氨 基 融 不 同 则 PI 不 同 * 合 氨基酸 不 带 净 电荷 状态 下 ,溶液 的 PH 
称 为 该 氨基 酸 的 pI) 

在 pl 时 , 毛 枯 融 的 湾 解 度 最 小 , 易 沉 证, 是 制备 分 离 的 基础 ,例如 味精 生产 过 程 . 谷 氢 酿 
的 分 离 纯化 工艺 就 是 依据 此 性 质 而 设立 的 。 

利用 多 种 氨基 酸 的 pI 不同, 可 以 通过 电泳 法 ,离子 交换 法 等 在 实验 宝 或 工业 生产 上 进行 
混合 氨基 酸 的 分 离 制 备 。 

2. 不 同和 氨基 酸 的 pl 值 计 算 

(1) 单 一 COOH ,单一 NH; малы 显然 在 pK; S pK, > [EJ 

р1= 5 (pK1tpK) 

РИЈА, Ку... Ко 相对 应 的 基 团 是 

Ф-СООН 先 解 离 , 如 有 2 个 一 COOGH, 其 中 心 碳 上 相 迷 的 一 COOH 先 解 离 , 评 为 天 分子 链 上 另 一 个 
—COOH ЕВ E 29 K.., 

@-—NH 后 解 离 ,如 有 2 个 一 NH+ ЕН т а-ЕЕЖЕН-ЫН; GX W PS E К.С К.) ШУГЕ 
土 另 一 个 一 NHt 的 解 高 则 定 为 下。 

C2) 双 一 COOH., 单 一 NH 3:26 


pl= ФК. +pK:) (Ks 一 NH; т ЖӘ 
(3) 单 一 COOH ., 双 一 NH, 的 氨基 酸 
pI 一 (pK 十 PKs) 《Ki 一 COOH 的 解 离 不 计 ) 
注 ,似乎 对 于 双 --COOH .单一 NH 或 单 --COOH., 双 一 NH 的 氨基 酸 来 说 ,pl Ë H НА” ШЫ 
“Аза, 
例如 : 双 一 COOH . 单 _-NH， 的 氨基 酸 p= Kip K) 
K,—a-C 上 的 一 COOH 解 离 常 数 
下 :一 分 子 链 上 另 一 个 一 COOH 解 离 常数 
一 ge-C 上 的 一 NH+ 解 离 常 数 
pl 只 与 下; ,KK 有 闫 ,也 即 只 与 两 个 一 COOH 的 解 离 有 关 , 而 与 外 ; (一 NH 的 解 离 ) 无 关 : 也 


即 与 一 NH+i (单一 NH+#) 的 解 离 无 关 。 
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ЕІЯ, СООН, МН, БН ЖЖ,рі- + (pK,-LpKo) 
Ks 一 a-C 上 一 NH} 的 解 离 沉 数 
Ks 一 分 子 链 上 另 一 NH 的 解 离 常数 
рі 5 К,С-СООН 的 解 离 ) 无 关 。 


四 、 揽 基 酸 的 化 学 性 质 一 一 乞 基 酸 的 反应 


1. 氨基 (一 NH2) 的 反应 

(1) ÉE ЕЛУ: 3 K ,可 用 于 定性 定量 分 析 ， 

《2) 贷 基 的 酰 化 反应 较 和 容易; 乙酰 氟 (CH:COCI) .醋酸 醋 , 葵 甲 酰 握 . 邻 葵 二 甲酸 醋 都 可 
作为 醚 化 剂 , 生 成 氨基 酸 衍 生物 。 

《3) 与 二 硝 基 氟 蔷 反应 :生成 二 硝 基 某 代 所 基 酸 (PNP 一 氨基 酸 ), 呈 黄色 。 这 一 反应 在 蝇 
白质 化 学 的 研究 历史 上 起 过 重要 作用 ,当年 Sanger 大量 使 用 这 一 反应 测 出 第 一 个 蛋白 质 一 - 
胰岛 素 的 一 级 结构 而 于 1958 年 获 诺 贝尔 化 学 奖 , 规 在 该 反应 依旧 是 蛋白 质 端 基 测 定 CKN 端 ? 的 
方法 立 一 。 

(C4) 与 荧光 试剂 民 应 

575-0 ДЕН ЭЗЕ 1-38 9 (Оарѕуі Chloride) 简写 为 DNS-~Cl( 也 译 成 入 酰 所) 
反应 ,反应 机 理 与 酰 化 氨基 的 反应 机 制 相 同 ,生成 DNS- 氨 基 酸 ,有 强 的 荧光 ,激发 波长 是 360 
тип, АУА, НІ АН ОН. 

ФЕ ЖЕ (Fluorescamine)1X£ ЕН ИҢ ОНЖ. 


R 
NH, 


+R— СН — СООН 


Ыг--СН-- СООН 
+ CO, 


ОЖ, ЕЛІНЕН ІН МУЗ?) Ж, 


/ 
~ 一 CHO H—. 
| +RNH;,+SH-R'— > 
ж HO H; 
推测 可 能 的 产物 ,有 荧光 。 


2. 着 基 {一 COOH) 的 皮 应 
其 基 的 反应 用 来 分 析 或 研究 氨基 酸 的 不 多, 只 是 在 合成 肪 的 上 反应 中 用 得 多 ,主要 是 柄 


化 ,和 如 甲 酯 ,之 研 等 。 
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3， 侧 链 官 能 团 的 反应 
侧 链 官 能 团 的 反应 相当 多 ,有 一 些 反应 相当 有 用 ,特别 是 利用 氨基 酸 侧 链 的 化 学 性 质 ， 


用 各 种 化 学 试剂 来 修饰 蛋白 质 。 
《1) 契 化 : 酷 氨 酸 促 链 的 酚 基 可 被 1 ӨНЕ, 
OH OH 
0-6 H 一 0-6 н = 
Сн-Сс-( )-он + CHC Ç )-он +HI 
NH, NH, 1 
(2) 重 握 化 :如 酷 氨 酸 侧 链 与 重 扣 化 的 对 氨基 荃 磺 酸 反 应 生成 权 黄 色 产 物 ， 


Он 


м0 2—SO;H 


=, 
! 


这 就 是 常用 的 Pauly 反应 。 
ДЕ НЕТКЕ ДАГАН (ЕДЮ) Б ДУ. 


(ЗБЕН WJ S£ BJ ЗЕҢБУЕҒ ВЕЛЕ Бел, В. 

САЗ Е 5 — Sut BE АЛЕН PR Tk ED 320. TIN АЈЫН Е. 
转换 :2RSH-2e 一 一 及 一 S 一 S 一 良 十 2H+ 

中 D 琉 基 能 与 许多 金属 离子 结合 ,许多 蛋白 质 的 活性 中 心 涉及 琉 基 ,在 制备 这 类 蛋白 质 
时 ,要 注意 不 可 将 重金 属 育 子 带 入 ，。 

贸 许 多 还 原 剂 易 将 二 殖 键 还 原 成 琉 基 ;如 Zn/HCL,Na(Hg) ,Na 一 液 所 等 ， 

多 二 底 键 用 过 甲酸 气 化 , 变 成 磺 酸 ,产物 便 不 能 骨 还 原 成 琉 基 ， 


五 、 氮 基 酸 的 定性 .定量 分 析 


1. 定性 分 析 
(1 主要 用 双向 藉 膜 层 析 ,将 氨基 酸 全 部 分 开 ,然后 用 显 色 反应 将 氨基 酸 的 位 普 找 到 ,就 


能 鉴定 是 何 种 氨基 酸 。 
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(209—7 А К 5 ШЫТ ЛЕ ЖЕТЕН, ХЕ ЖАН Pi ae 
Ж, 

ЕЖ НЫН, КЕЛЕР. СЕЛ. АҢ ЕЕ ЕСЕОМВОЯНА ЕНІН 
成 DNP- 氨 基 酸 ,然后 再 将 它们 用 双向 层 析 分 开 .不 需 显 色 ,因为 DNP- 氨 基 酸 本色 显 黄色 ( 除 
0-DNP- 酷 氨 酸 及 味 哗 -DNP- 组 毛 酸 的 层 和 术 无 色 外 ), 在 肉眼 观察 不 到 的 情况 下 ,在 党 外 灯 下 
ХК, путу Е. 

2. 定量 分 析 

20 НБО 年 代 以 前 ,要 定量 地 分 析 氨 基 酸 是 一 项 十 分 艰巨 的 工作 。20 世纪 40 年 代 出 现 
了 离子 交换 树脂 ,在 50 年 代 初 期 ,Moore 和 Stein 进行 了 长 期 的 研究 ,利用 离子 交换 法 来 分 
离 氨基 酸 ,取得 了 成 功 , 使 氨基 可 分 析 的 方法 大 为 简化 。 在 50 年 代 末期 ,利用 这 一 方法 设计 
出 了 和 氨基酸 自 动 分 析 仪 ,使 气 基 酸 分 析 的 工作 变 成 了 实验 室 的 常规 。 

我 们 知道 ,氨基 酸 的 可 解 离 基 团 的 p 瑟 值 相互 间 有 些小 的 送别。 将 氨基 酸 交 换 到 离子 交 
换 树 脂 上 后 ,可 以 选择 适当 的 洗 脱 剂 ,将 毛 基 酸 先 后 不 同 地 逐个 洗 脱 下 来 , 洗 脱 的 同时 ,用 节 
三 角 与 洗 脱 液 混 名 反应 ,同时 用 分 光 光 度 计 定 量 测 出 氨基 酸 , 从 洗 脱 峰 出 现 的 先后 可 以 判断 
是 什么 氨基 酸 , 可 以 定性 分 析 ; 从 光 吸 收 值 大 小 ,可 以 定 基 测定。 

离子 交换 树脂 大 多 数 用 磺 酸 型 虽 离 子 型 ,早年 用 的 层 析 柱 很 长 (C150 cm) , 洗 脱 液 分 成 几 
Ez; 

ФРН 3. 25,0. 2 mol/L 柠檬 酸 钠 缓冲 液 : 许 陪 酸 性 氨基 酸 及 个 别 俩 链 带 -OH 的 氨基 酸 。 

@pH 4. 25,0. 2 то, 柠 样 酸 销 缓冲 液 : 先 洗 脱 脂肪 族 氨 基 酸 ,然后 鹿 脱 芳香 族 氨 基 
酸 ，。 

另 一 根 柱 (30 一 50 cm), pH 4. 26,0. 3 mol /L РЕК ЧИТИ, ЕЛЕНЕ НАЕ, 

20 世纪 60 年 代 末 , 高 压 液 相 层 析 得 到 迅速 发 展 ,树脂 也 有 极 大 的 改进 ,无 需 长 往 ;内需 
柱 长 15 cm, 己 能 将 全 部 氨基 酸 分 高 . 洗 脱 液 基 本 上 还 是 分 成 岂 段 ,由 于 苏 移 酸 和 丝氨酸 在 短 
柱 中 不 易 分 开 ,在 相应 的 洗 脱 流 中 加 入 酒精 ,解决 了 分 商 的 问题 . 显 色 剂 仍然 是 区 三 酮 ,可 以 
准确 到 毫 微克 分 子 的 揽 基 酸 。 

近年 来 不 断 有 人 尝试 用 获 光 胺 和 邻 茶 二 甲醛 来 取代 苗 三 酮 反应 ,这 两 个 试剂 与 氨基 酸 
的 结合 产物 都 显 蒙 光 , 因 此 可 以 提高 灵敏 诬 。 荧 光 胺 可 测 出 10X10-”mol 的 氨基 酸 , 邻 鞋 二 
甲醛 甚至 更 为 灵敏 。 此 外 ,荧光 胺 与 氨基 酸 的 反应 在 室温 下 进行 (前 三 柄 与 氨基 酸 反应 需 
100 'C ,pH 5 左右 ,所 以 仪器 需要 有 加 热 装 置 ), 仪 器 的 设计 也 简单 。 但 因 茄 三 酮 的 仪器 发 展 
得 比较 完善 ,次 取代 它 并 不 容易 ， 


六 、 过 和 白质 与 多 肚 的 党 线 


蛋白 质 逐 级 水 解 的 产物 依次 是 :蛋白 质 一 上 肝 一 肪 一 肽 一 a- 氢 基 酸 。 

蛋白 质 和 多肽 就 化 学 键 结 构 讲 是 一 样 的 ,都 是 氨基 酸 通过 肽 键 连 结 成 的 分 子 , 所 不 同 的 
是 一 般 前 者 分 子 量 大 ,后 者 分 子 量 小 ,但 是 蛋白 质 和 多 肽 是 两 类 性 质 不 同 的 物质 。 从 小 脉 开 
始 , 随 着 分 子 景 的 变 大 ,大 到 某 一 程度 后 性 质 就 有 飞 肥 , 出 现 了 新 的 性 质 。 从 多 肽 到 蛋白质， 
这 又 是 一 个 有 说 服 力 的 证 据 , 说 明 量 变 到 质变 的 规律 。 

多 肽 链 要 多 长 才能 发 生 飞 妈 ,转变 成 蛋白 质 呢 ? 表述 清楚 这 个 问题 ,不 仅 对 蛋白 质 的 研 
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究 有 蛋 要 意义 ,对 于 生命 与 生命 物质 的 起 源 也 有 章 要 意义 。 

侯 白 质 是 由 氨基 酸 之 间 脱 水 形成 的 以 肘 键 连结 起 来 的 功能 性 生物 大 分 子 物质 ,2 个 辑 
基 酸 相连 的 叫 二 肽 ,由 密 个 氨基 酸 相 过 就 是 卿 哑 。 当 和 氨基酸 个 数 密 到 一 定 程度 .有 的 教科 书 
中 说 大 约 达 到 109 个 以 上 的 ,也 有 的 说 分 子 量 达 到 一 万 左右 的 或 以 上 多 ,就 是 蛋白 质 。 有 些 
教科 书 中 其 至 干脆 称 “ 多 胀 与 蛋 晶 质 没 有 严格 的 区 别 ”, 但 又 不 承认 二 者 完全 等 同 ,可 以 互相 
通用 .实际 上 的 确 在 一 些 大 肽 和 小 蛋 和 所 的 具体 阐述 中 存在 着 明显 的 混乱 ,例如 胰岛 素 单 个 亚 
基 分 子 基 接近 6 000, 在 有 和 锌 离子 存在 时 缔 合 成 二 紊 体 的 分 子 量 就 约 为 12 000 ,那么 它 属 于 大 
HK UE? 还 是 履 子 蛋白 质 呢 ? 从 20 世纪 20 年 代 发 现 了 胰岛 素 到 50 年 代 闸 明 它 的 一 级 结构 ,60 
年 代 在 我 国 第 一 次 实现 了 它 的 人 工 全 合成 ,?0 年代 通过 X 一 光 单 前 衍射 高 分 辩 地 一 明 了 它 
的 空间 结构 , 毫 无 疑问 上 述 这 些 研究 成 果 都 可 称 为 本 世纪 的 重大 科学 成 就 之 一 ,中 外 学 者 们 
在 论述 这 些 成 就 时 ,虽然 大 多数 人 把 它 列 为 蛋白 质 , 但 也 有 人 至 今 仍 将 其 说 成 是 大 睹 、 守 肤 、 
不 同 的 学 者 各 有 不 闻 的 理由 和 认识 ,本 不 足 为 奇 , 令 人 费解 的 是 往往 同一 位 学 者 ,在 同一 篇 
论述 中 一 会 儿 称 其 为 “最 大 的 多 有 虑 ”, 一 会 儿 又 称 其 为 “最 早 询 明了 一 级 结构 的 最 小 的 蛋白 
质 ”, 由 此 足见 大 们 (包括 一 些 颇 有 成 就 的 专家 在 内 ) 在 * 窗 肽 "与 “蛋白 质 ?的 概念 上 的 混乱 。 
那么 “ 黎 肽 "与 * 蛋 白质" 在 概念 二 有 设 有 必要 进行 区 别 ? ЕЖЕЛ ИЕН ХЕ А: Ж 
质 的 区 别 在 哪里 ? 

根据 习惯 ,过 去 认为 是 冤 肽 的 仍 为 密 肽 , 巴 恒 白 质 的 还 叫 熏 白质 ,是 必 说 法 不 一 ! 接 约定 
俗 成 的 办 法 ,指出 大 约 100 个 氨基 酸 以 肽 键 相 连 ,分 子 基 达到 10 000 I EBI E FI. Б 
看 来 似乎 有 了 量 的 尺度 ,但 实际 上 未 能 阑 明基 变 到 质变 中 * 质 的 飞 牙 ?在 何 处 ,那么 99 个 ,98 
个 … 氢 基层 的 又 如 何 呢 ? 怎样 划 界 呢 ? 分 子 量 10 000 的 尺度 也 有 同样 的 问题 ,它们 与 分 子 基 
略 小 的 “多 及 有 什么 质 的 不 同 呢 ? 这 且 还 有 单一 种 或 几 种 氨基 酸 制 得 的 多 庚 或 共聚 的 氨基 
Eb, 也 是 以 肽 键 相 连 的 ,分 子 量 可 以 超过 10 000, 氨 基 酸 个 数 超过 100 +, FE ЕЖЕЛ 
“判断 ,理所当然 列 入 蛋白 质 范 畴 ,但 从 性 质 上 看 它们 与 蛋白 质 显 然 不 同 , 内 能 时 多 聚 驾 共 酸 
(poly amino acids), 

人 们 认识 物质 的 相互 区 别 , 总 是 从 物质 所 表现 出 的 物理 .化 学 .生物 学 等 性 质 的 盖 别 来 
区 分 的 。 这 些 性 硕 的 本 质 则 是 构成 各 种 物质 的 组 成 ,特别 是 特殊 的 结构 所 决定 的 ,结构 是 其 
内 在 本 质 ,而 性 质 则 是 外 部 表现 形式 .从 这 里 能 否 找到 更 合理 的 关于 老 肽 与 圳 白质 的 概念 区 
分 呢 ? 

胰岛 素 ( 分 子 量 约 6 000). ӘНЕНЕЛІН СТЕ 6 500) ЕЖЕН (2 T Tt 
7 500) .氧化 还 原 素 (分 子 量 6 000) 等 等 是 蛋白 质 , 这 是 公认 的 。 二 十 几 个 残 基 以 下 的 属 多 肽 
或 肽 ,这 也 没有 什么 可 争论 的 。 这 两 类 物质 之 间 的 差别 何在 ? 就 在 于 蛋白 质 有 特定 的 构象 ， 
蛋白 质 的 特定 的 生物 功能 与 它 所 具有 有 特定 的 物象 紧密 相 联 系 ; 可 是 肘 不 同 , 它 在 溢 液 中 的 构 
得 浮动 性 很 大 ,有 时 莫 至 是 在 几 种 构象 之 间 皖 动 , 它 的 构象 可 能 在 发 挥 活力 时 才 显 出 作用 ， 
因此 经 常 是 将 肽 的 一 -级 结构 与 生物 活力 直接 联系 。 

既然 如 上 比 , 那 29 个 残 基 的 胰 高 血糖 素 ( 分 子 量 3 500) 又 将 何 属 ? 从 空间 看 , 它 有 构象 ,但 
它 的 构象 浮动 性 大 。 有 人 根据 它 的 构象 ,认为 它 是 蛋白 质 。 有 人 认为 它 的 物象 浮动 性 太 大 ， 
应 是 多 肽 ,恩格斯 在 论述 生物 进化 和 物种 分 类 时 指出 ;“ 一 切 差 异 都 在 中 间 阶 段 融 合 ,一 切 对 
立 都 经 过 中 间 环 节 而 也 相 过 渡 。 对 自然 观 的 这 种 发 展 阶段 来 说 , 旧 的 形而上学 的 思维 方法 就 
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的 ЧЕЛ" 它 使 功 定 的 形而上学 的 差异 互相 过 湾 ,除了 'dEdEREH482 ,入 在 适应 的 地 方 承 
ТА : 亦 此 亦 第 ,并且 使 对 立 互 为 中 介 。 办 证 法 是 惟一 的 .最 高 度 地 适合 于 自然 观 的 这 一 发 展 
阶段 的 思维 方法 。" 根 据 轧 格 斯 亦 此 亦 第 的 论述 ,可 以 理解 ,新 事物 中 包含 了 旧事 物 的 菜 种 痕 
Ж. 最 小 的 蛋白 质 虽然 具有 特定 的 空间 结构 ,但 它 久 包含 了 多 肘 构 这 浮动 性 的 痕迹 。 基于 这 
各 分析 , 胰 高 血 贸 素 是 一 个 过 滤 类 型 的 物质 。 盟 然 它 包含 了 多 上 蚊 的 某 些 属性 ,但 丝 之 也 不 能 
否定 它 有 蛋白 质 的 各 种 属性 , 它 正好 处 在 质变 点 上 。 

促 肾 上 腺 皮质 激素 CACTH ,分 子 量 4 700) 是 多 有 蚊 , 这 是 公认 的 ,但 ACTH R.=-F LKT 
胰 高 血糖 京 是 二 十 九 肽 ,后 者 有 蛋白 质 属性 ,前 者 动 是 多 有 对。 这 里 让 我 们 学 到 了 闫 证 法 。 蜡 
变 到 质变 ,但 质变 点 的 选择 又 不 能 用 一 个 简单 的 数量 来 表示 ,这 是 因为 量 中 包含 着 质 。 残 基 
数量 相同 ,但 一 级 结构 不 同 , 会 出 现 不同 的 质 。 不 能 用 简单 的 数量 来 表示 这 一 质变 点 。 

近年 来 从 各 种 来 源 发 现 了 许多 50 个 残 基 左右 的 卫 链 分 子 , 对 它们 进行 构象 分 析 将 对 这 
一 问题 的 深入 研究 艇 出资 献 

还 需 提 及 ,不 能 认为 多 肽 的 空间 铺 攀 同 题 毫 无 意义 。 近 年 来 对 这 一 问题 已 开始 如 以 重 
Ж, ЕКА ГЕ. ЖАЯ, ФАН Аа а ЖЫ аз (арин фа, ДК А20) 
BR SE RR hhi yE] 5. АНЫН ЕЖЕНЕ Е ЛТ EK BS АЈ Ж/н ІН X F 
能 把 这 种 质 的 差异 看 绝对 了 ТАА ЕЕ ВТЕ Е НЛ, ХАН Н ГЕ, 这 
种 现象 使 人 体会 到 ,自然 界 本 身 充 满 着 辩证 法 。 


第 三 三 ”和 蛋白质 的 性 质 


一 、 胶 体 性 质 


蛋白 质 是 e- 氮 茹 酸 的 高 察 物 ,由 于 分 子 晤 大 , 它 在 水 溶液 中 所 形成 的 颗粒 (直径 在 1~ 
100 毫 徽 米 之 间 ) 具 有 胶体 洲 溢 的 特征 一 一 布朗 运动 .于 道 尔 现象 .电泳 现 象 ,不 能 透 过 半 透 
膜 以 及 具有 吸附 能 力 等 ， 

蛋白 质 里 粒 大 , 比 表面 较 大 上 且 比 宕 面 分 布 多 种 极 性 和 非 极 性 基 团 ,具有 较 强 的 吸附 能 
力 ; 辣 时 蛋白 质 家 面 带 极 性 基 团 , 具 亲 水 性 ,形成 水 化 层 , 水 膜 屋 使 蛋白 质 颗粒 隔 开 .不 磁 擅 
而 聚 凝 ;蛋白 质 宪 面 带 有 相同 电荷 , 具 斥 力 ,使 蛋白 质 稳定 存在 于 溶液 中 。 

该 性 质 的 应 用 价值 :透析 (不 通过 半 透 膜 ) 除 小 分 子 , 这 是 实验 室 或 工业 生产 上 提纯 和 蛋白 
质 常 用 的 方法 。( 注 :透析 与 层 析 虽 一 字 之 羞 ,但 含义 相差 甚 远 ) 。 


二 、 酸 碱 性 质 
和 蛋白质 是 两 性 胶体 ,是 体内 最 大 的 缓冲 体系 .人 体 血 液 能 大 致 维持 在 中 性 主要 是 由 于 和 蛋 
白质 两 性 胶体 的 缓冲 作用 。 . 
蛋白 质 如 同 所 基 酸 那样 ,是 两 性 电解 质 , 既 能 与 酸 作用 又 能 与 碱 作用 。 蛋 白质 分 子 中 可 
解 离 的 基 团 除 N 端 .C 端 外 ,主要 是 肽 链 氨 基 酸 残 基 上 的 仙 链 基 团 ,因此 蛋白 质 是 两 性 物质 。 
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阴极 移动 ,这 时 溶液 的 pH 称 为 该 蛋白 质 的 等 电 点 pI。 

ЕҢЛІРІ 与 氨基 酸 的 pI 的 不 大 一 样 , 它 不 是 一 个 恒定 什 。(1) 若 剑 初 等 的 {生物 化 学 
简明 教程 ?第 中 页 中 这 样 写 ; “各 种 蛋白 质 具 有 特定 的 等 电 点 ,这 是 和 它 所 含 的 复 基 酸 种 类 
和 数量 有 关 的 。 如 果 蛋 白质 分 子 中 含 碱 性 氨基 酸 较 多 ,pI 偏 碱 性 ,如 果 蛋 白质 分 子 中 含 酸性 
氨基 酸 较 多 则 pI 偏 琶 性 , 含 酸 、 碱 性 氨基 酸 残 基数 目 相近 的 蛋白 质 ,pI 275.0 左右 , 即 中 性 癸 
酸 ,”(2) 沈 局 的 《生物 化 学 》 上 上 册 第 134 页 中 写 道 ; “观察 到 的 蛋白 质 的 pl 在 一 定 程度 上 取 涛 
子 介 质 中 的 离子 组 成 ,没有 其 他 过 类 存在 下 蛋白 质 质子 供 体 基 团 解 离 出 来 的 质子 数 与 质子 
受 体 基 团 结合 的 质子 数目 相等 时 的 pH, 称 为 等 商 王 点 (Isoionic point)。 等 离子 点 对 每 种 组 
白质 是 一 个 特征 常数 .”(3) 陋 尉 孙 等 的 4 蛋白 质 分 子 基础 ?第 24 页 写 道 ,* 处 于 等 电 点 的 蛋白 
质 ,其 分 子 的 正 负 电荷 并 不 完全 由 蛋白 质 本 身 的 正 负电 荷 基 嫩 所 贡献 ,蛋白 质 不 仅 同 本" 续 
合 , 而 旦 也 和 溶液 中 的 其 他 离子 结合 ,尤其 是 和 肖 冲 液 中 的 阴离子 结合 ,这样 ,由 子 结合 缓冲 
液 中 的 阴离子 多 于 阳离子 ,就 增加 了 蛋白 质 的 负电 蓓 ,直接 影响 了 等 电 pH 和信。 结合 的 天 高 
TA. EE pH 意向 低 值 移动 ,因此 等 电 点 不 是 一 个 恒定 值 , 它 依赖 于 所 用 的 缓冲 滚 及 其 

等 商 子 点 或 叫 等 离子 PH 俏 是 除 盐 的 纯 蛋 白质 水 洲 液 的 p 互 ,这 样 蛋白 质 的 带电 状态 完 
全 由 Ht 的 解 房 和 结合 来 决定 ,排除 了 其 他 离子 对 秘 白 质 带电 状态 的 干扰 ,因此 等 离子 点 是 
特殊 的 等 电 点 ,蛋白 质 溶 液 遂 过 离子 交换 混合 床 后 ,或 长 时 间 的 以 无 离子 水 透析 都 可 以 得 到 
等 离子 蛋白 质 溢 液 ,测定 此 溶液 的 pH 值 称 为 等 离子 pH 和 值 ,。 НО ЕН ЖЕН 
质 是 不 溶 的 ,所 以 直接 测定 等 离子 点 比较 困难 ,往往 采取 局 接 测 定 不 同 盐 流 上 度 下 的 等 电 点 然 
后 外 推 至 等 浓度 的 方法 ,得 等 离子 pH 值 。 

实际 上 ,处 在 等 离子 pH 的 蛋白质 也 并 非 都 是 净 电 荷 为 零 ( 但 等 电 点 时 净 电 荷 为 过 )。 一 
般 来 讲 , 等 离子 pH 值 部落 在 pH 3 一 9 的 范围 内 ,其 中 只 有 PH=7 时 等 帘子 蛋 自 质 的 净 电 荷 
才 真 正 是 零 , 一 般 说 来 ,等 离子 点 和 等 电 点 虽然 不 同 ,但 数值 差别 不 大 。 蛋白 质 在 等 电 点 时 ， 
以 两 性 离子 的 形式 存在 ,其 总 净 电 荷 为 霍 АРН Ы Р АЕА НАРА УВЕЛЕ ТА ЕНЕН 
互 排斥 的 影响 ,所 以 最 不 稳定 ,溶解 度 最 小 , 极 易 借 静 电 引 力 迅 速 结 合成 较 大 的 聚集 体 , 因 而 
沉 诈 析出 。 这 一 性 质 常 在 蛋白 质 的 分 离 提纯 时 应 用 。 同 时 ,蛋白 质 在 等 电 点 时 的 粘度 .渗透 
ВЕ ,膨胀 性 以 及 导电 能 力 均 为 最 小 。 


三 、 直 和 白质 的 分 子 量 


蛋白 质 的 分 子 量 一 般 在 1 万 一 100 万 之 间 , 测 定 小 分 子 物质 分 子 量 的 方法 (如 冰点 降低 、 
沸点 升 高 等 方法 } 已 不 用 于 测定 熏 白 质 的 分 子 最, 应 当 利 用 蛋白 质 的 物理 化 学 性 质 测定 组 日 
质 的 分 子 量 ,其 方法 主要 有 : 

(17 涉 透 压 法 :设备 简单 但 灵敏 度 校 差 。 

О) АК, ВЕНЕ ГАН СОКЕ. 

СЗ) ЧИ: Ж-Е. 

САК ЕЕЕ Ж. 

кіна Яна ОТЕ ЕНІ 505 КЕЕ Е НЛ РА. 
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1. 超 离心 法 :沉降 速度 和 沉降 平衡 法 

(1) 在 沉降 速度 实验 中 ,车 转速 达到 50 000—60 000 трт 时 ,在 离心 池 中 均匀 分 布 在 深 
剂 中 的 蛋白 质 分 子 将 以 一 定 速 度 移 向 离心 池 的 底部 。 
在 如 此 高 速 的 离心 力 场 中 , 反 向 扩散 可 以 忽略 。 在 离 
心 池 项 部 由 于 深 质 分 子 的 离 去 , 仅 条 下 溶剂 。 在 离心 
宙 下 部 为 浓度 均一 的 蛋白 质 溢 液 部 分 , 称 为 * 坪 区 * 
《图 3-2)。 在 上 层 溶 剂 与 下 层 “ 坪 区 ”之 间 有 一 个 容 的 
过 渡 区 带 。 在 这 个 区 带 内 ,沉降 物质 的 浓度 随 区 带 向 
池 底 部 移动 面 增加。 这 个 区 带 称 为 界面 。 不同 分 子 量 
物质 的 混合 物 能 够 形成 凡 个 界面 。 分 子 量 越 大 的 物 
质 , 界 面 移动 越 快 ， 沉 降 速 度 法 就 是 利用 光学 方法 来 
测定 这 个 界面 的 移动 速度 。 物 质 的 分 子 量 不 同 ,沉降 
系数 不 同 。 物质 的 沉 隆 系数 与 该 物质 分 子 的 大 小 、 形 
状 和 密度 以 及 介质 的 密度 和 粘度 等 因素 有 关 。 如 果 深 3-2 在 党 际 过 程 中 遍 形 筷 离 心 ， 
质 分 子 的 密度 比 深 剂 前 密 座 小 ,离心 时 溶质 分 子 上 池内 溶质 浓度 的 分 布 
浮 , 沉 降 系 数 则 为 负 值 。 c R BE z ЕЖ: АЖ 


ТЕ 
1 一 万 (7 一 好 ) 


5S: 沉降 系数 ( 量 纲 为 秒 ) 

民 , 气 体 常数 C8. 314 Х1071/К- mol) 

т.а 

р.р АЗ 

J : 深 液 分 子 的 微分 比 容 (等 于 溶质 分 子 密度 的 合 数 ) 

о.) BE 

ЕЛЕК ЕЕЕ ЕЕ BE By Bj kk 

БІЛ, Мос5 

S( 这 降 系 数 ) 指 单位 人 cm) 离心 场 里 的 沉降 速度 ,15 #0 1107—96, 6810-18 
沉降 系数 用 8S 表示 。 沉 降 系 数 的 大 小 与 蛋白 质 的 分 子 量 和 形状 等 特征 有 关 。 

2) 沉降 平衡 法 测定 分 子 基 是 在 低速 离心 下 进行 。 在 低速 (7 000—8 000 трт) ЁР 
下 ,沉降 分 子 向 离心 池 底部 移动 的 速度 很 小 , 另 一 方面 , 电 于 溶质 分 子 在 沉降 时 产生 了 流 度 
梯度 , 因 面 引起 了 与 沉降 相反 方向 的 扩散 ,两 个 相反 方向 移动 的 溶质 分 子 的 量 , 在 一 定时 间 
内 达到 平衡 状态 。 在 理想 的 平衡 条 件 下 , 测 得 在 沉降 平衡 时 溶质 浓度 的 分 布 , 即 可 以 直接 计 
算 分 于 量 , 并 不 需要 扩散 系数 。 这 点 与 沉降 速度 靶 不 同 , 但 是 二 者 都 需要 溶质 分 子 的 微分 比 
ЖІ. 

2. ЗН 

kk ЕА РЕТГЕУ 0 — katte. Б АННА ВЕ ЕВ 
ЖЕ ЛАВ З ЯЕ НТА НО РАУ ЕТААЈ Е Е РЕВО E НИЯ, SE yb 32k S 6 АЈ 
ЖЕУ, ВЕСТА OB А ИРНЕ, ТЕН ЖЕ ПЕ ЕН ВУКА NS fE F 
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AFl: 2 F Pk K BJ БЕКЕ ñr [a] By fu Ba Ba Es СТАРЕ E A BE Pe TN r Pq B ДЕ 
作用 小 ,流程 短 , SS ashpa BE th m 52 TL Е H А kE; ЕЖ МЕЛІ АЯҒЫН, Ak EE hi PE Ji 
大 ,流程 长 ,移动 速度 慢 而 较 后 流出 色谱 社 。 分 离 效 果 常 用 洗 陪 曲线 表示 。 分 离 特 性 直接 和 
洗 脱 体积 有 关 ,。, 由 于 这 种 方法 是 依靠 淤 液 分 子 的 有 效 移动 和 扩散 进行 的 ,样品 和 洗 脱 液 的 烙 
ЖИЕК. 

Fr W Fi 36 3 +; 2 ГАНИЕВ ЕЕЕ EK Ri Se Е (Sephadex) , Р ВЕЕ ВЕ (Bic-Gel 
P)yFHB45 А, ЭЛЕЕ ЕЎ (Ѕерћагове 或 Bio-Gel 各) 用 得 较 少 .其 基本 原理 是 先 利 用 一 些 已 
知 分 子 量 的 蛋白 质 ,测定 其 在 某 一 型 导 凝 腔 柱 内 的 洗 陪 体积 VY., 再 用 完全 排除 于 胺 了 筷 之 外 的 
大 分 子 ( 常 用 蓝 色 葡 集 壮 -2000, 平 均 分 子 量 2X190) 测 出 Vo( 外 水 体积 ), 从 而 得 到 一 系列 Vj 
V. 值 ,再 用 这 些 于 值 对 每 种 蛋白 质 分 子 量 (MUD) 的 对 数 lg M 作 图 ,可 得 一 直线 , 则 所 请 标准 曲 
线 。 然后 再 在 同样 条 件 下 , 测 出 未 知 蛋白 质 的 Y. 值 , 从 而 得 到 未 知 蛋 白质 的 YY 再 由 标准 
ШЕВ РАЧВА ЕН. 

3.508-РАСЕ (Polyacrylamide Gel) 电 泳 

SDS 豪 再 烯 酰胺 凝 腔 电泳 中 ,蛋白 质 的 迁 称 率 与 其 所 带电 殴 及 分 子 大小 有 关 。 但 可 能 
这样 的 情况 ,各 个 分 子 量 和 不同 的 蛋白 质 及 相同 的 速 庆 向 阳极 移动 ,这 可 能 是 由 于 起 扎 质 分 
子 尖 小 的 差别 被 它们 所 带 净 电荷 的 癌 别 所 补偿 。 为 了 克服 这 个 弱点 ,Shapiro 等 人 试图 在 
SDS 存在 的 条 件 下 分 离 蛋白 质 混合 物 ,他们 的 初步 工作 结果 促使 Weber 等 人 测定 了 大 约 40 
种 蛋白 质 在 SDS 在 在 时 的 电泳 迁移 率 ,他 们 发 现 , 这 些 蛋 由 质 的 电泳 迁移 率 与 它们 的 分 子 
基 的 对 数 呈 线性 关系 。 

在 SDS 溶液 中 ,于 100 人 必 加 热 蛋 白质 (通常 加 入 一 定 基 的 殊 菇 化 合 物 以 还 原 所 有 二 硫 
键 ) ,这样 把 所 有 亦 链 之 则 的 连接 完全 解 离开 。 在 这 个 过 程 中 ,多 蔷 链 结合 六 芭 的 SDS, 从 而 
带 上 强 的 全 电荷 ,产生 了 慎 定 的 角 电 荷 对 质量 的 比率 。 将 上 述 样 品 在 SDS- 素 丙烯 酰胺 凝 腕 
上 进行 电 湾 时 ,SDS- 多 肽 复合 物 的 迁移 率 在 一 般 情 况 下 取决 子 分 子 量 的 大小 。 由 子 这 个 愿 
因 ,产生 了 分 子 量 和 电泳 迁移 率 的 经 验 关 系 , 即 :分子 量 的 对 数 与 相对 迁移 率 成 一 定 比例 关 
系 。 使 用 已 知 分 子 量 的 标准 牺 作 标准 线 或 用 计算 法 确定 标准 线 的 常数 ,部 可 求 出 未 知 样品 的 
分 子 量 。 

显然 ,这 种 方法 测定 的 是 亚 单位 肽 链 的 分 子 量 。 

SDS 是 阴离子 去 拓 剂 (十 二 烧 基 硫酸 销 ) , 它 能 与 蛋白 质 的 疏水 部 分 相 结 合 , 并 能 将 大 
多 数 蛋 白质 桥 成 组 成 它们 的 亚 单 位 形式 。 由 子 SDS 的 结合 使 变性 的 无 规则 吉 绕 的 多 肽 链 获 
得 了 大 量 负电 荷 ,而 这 些 负电 荷 基 本 上 屏蔽 了 没有 SDS 时 正常 存在 的 任何 一 种 电荷 。 . 

SDS-PAGE ВҰИКЕДЛРЛИЯН БН НЕ НЕСЕ ЕНЕ JH TE ES $E ЕАО Tp Sñ Dz 
组 成 和 分 子 量 测定 中 。 用 此 法 测定 分 子 量 时 ,至 少 要 有 3 一 4 种 标准 蛋白 质 ,而 且 它们 的 分 子 
量 要 分 布 在 未 知 蛋 白质 的 各 侧 。 

теж 

а. ВАЕН PT 

а ВИНОВЕ СУЛЕ 

lgM=a—bR=a—b 9% 
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АЛЛЕН R Ia lq FLAS , 即 可 求 得 e 当 两 个 常数 ,从 和 而 可 进行 未 知 牺 分 子 量 的 
计算 。 

优点 :快速 ,用 量 少 ,并 可 同时 测定 几 个 样品 。 

缺点 :误差 较 大 ,主要 是 由 前 活 和 样品 迁移 焉 离 的 测 痢 而 引起 的 ,而 这 些 又 和 电泳 操作 
技术 有 着 直接 联系 ,因此 对 实验 要 求 较 高 。 

利用 超 离 心 法 测 答 白质 分 子 若 是 直接 测定 ,而 用 凝 胶 过滤 法 和 SDS ЕН ОАЫ 
量 是 与 已 知 样品 进行 比较 ,是 相对 的 浏 定 结果 。 一 般 认 为 超 离 心 法 浏 得 的 结果 更 接近 真实 
值 。 

SDS-PAGE 是 测定 蛋白 质 分 子 量 最 常用 的 方法 。 该 法 探 作 容易 ,设备 简单 ,所 需 祥 品 量 
小 ,结果 重复 性 好 ,一 般 误差 在 十 10%, 随 着 科研 的 广泛 开展 和 国产 试剂 质 晤 的 提高 ,应 用 国 
产 SDS 的 越 来 越 多 。 但 究竟 SDS 是 什么 ? 众说 不 一 。 有 的 作者 釉 译 注释 SDS 是 十 二 烷 基 硫 
酸 钠 ,但 也 有 为 数 不 少 的 译 著 翻译 注释 SDS 为 十 二 烷 基 磺 酸 销 。 十 二 烷 基 硫 酸 钠 与 十 二 境 
基 砚 酸 钠 并 不 是 同一 试剂 的 两 个 名 称 ,而 是 完全 不 同 的 两 个 试剂 ,这 种 混乱 情况 不 仅 使 初学 
者 不 知 所 从 ,容易 造成 以 浊 传 让 ,而 且 一 旦 试剂 选 错 ,就 不 可 能 获得 正确 的 实验 结果 .就 是 识 
аре ЗЕРЕН, 

SDS E Sodium Dodecyl Sulfate ВУ Е, ТЕН PEP PET ЕЕ. ЕН 
酸 钠 的 英文 名 称 是 Sodium Dodecy] Sulfonate ,其 英文 字 头 织 写 虽 也 可 写成 “SDS”, 但 与 测定 
个 白 感 分 子 量 电 泳 中 所 用 的 SDS 全 然 不 同 。 首 先 二 者 在 化 学 组 成 及 结构 上 不 同 ,十 二 人 烷 基 
硫酸 铅 的 烷 燃 链 是 通过 氧 原 子 与 硫 原 子 相 连 的 ,结构 陈 为 : 


O 
| 
СН:- (CH; ) C CHO Sr Ома 


Tm F — а Е А ИЛЕ ЕЛЕНЕ ЫҚ. 


O 
CH (CBD н, ў ом 
O 
其 次 二 者 在 性 质 上 也 有 相当 的 差别 。 在 SDS-PAGE 中 ,SDS 的 重要 功用 有 二 :一 十 它 可 
以 定量 地 结合 在 恒 自 质 分 子 上 ,形成 SDS- 蛋 白质 复合 物 ,使 待 电 互 不 相同 的 和 蛋白质 具有 相 
同 密度 的 负电 车 ;二 是 它 可 以 使 莉 白 质变 性 ,使 空间 结构 第 此 不 同 的 虱 白 质 具 有 相同 的 构 
象 . 正 是 基于 这 两 点 ,我 们 才 有 可 能 根据 蛋白 质 的 相对 迁移 率 计 算 其 分 子 量 。 根据 我 们 有 限 
的 实验 ,国产 十 二 烷 基 硫酸 销 经 适当 纯化 ,可 以 满足 上 述 要 求 ,获得 满意 的 结果 ;而 国产 十 二 
烧 基 砚 酸 销 昌 经 相同 步骤 的 纯化 处 理 , 也 不 订 能 非得 相应 的 结果 .这 种 情况 有 可 能 使 部 分 同 
志 得 出 错误 的 结论 ,以 为 国产 SDS 质量 不 高 , 测 分 子 量 非 用 进口 SDS 不 可 。 
生物 分 子 一 -氨基 酸 、 多 的 .蛋白 质 、 核 酸 等 虱 具 有 可 电离 的 基 园 ЖЕЛЕ ВВВ АЛ 
电荷 的 离子 ,在 电场 作用 下 会 发 生 移动 。 由 于 各 种 分 子 所 带电 荷 不 同 ,在 电场 中 移动 的 速度 
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ЯКЕ], BIR Pk Bak Е, 
纸 上 电 泳 ,醋酸 纤维 薄膜 电泳 , 薄 屋 电泳 
| 淀粉 ,纤维 素 粉 


支持 物 电泳 技术 1 上当 胺 性 文 持 物 区 带电 泳 | 。 襄 树脂 粉末 等 


РОБЕР ене 
电泳 УТИЧЕ 
Е ЕЕ. Tiselleas н 2k 
ЕТТЕ ЧТИТ 

Еа СЕ ГВ В) СВЕ ТНВ ВЕЕ ЗВЕР 的 孔径 可 以 选择 ,因而 适 
用 于 带 有 相同 电荷 但 大 小 和 形状 不 同 的 分 子 的 分 离 。 

疑 膀 电 注 从 使 用 形式 上 可 分 为 ;水 平 式 , 委 直 式 , 板 形 , 柱 形 电泳 ,双向 电 洲 ,连续 纸 电 
泳 , 电 泳 一 层 桥 相 结合 的 技术 等 。 


四 、 蛋 和 白质 的 变性 


和 蛋白质 是 有 生物 活性 的 一 类 生物 大 分 和子, 在 保存 或 处 理 过 竹中 , 它 的 生物 活性 会 南 失 ， 
笼统 地 说 ,这 种 过 程 叫 失 活 。 蛋 睛 质 分 子 在 受到 一 些 物理 因素 如 加 热 . 襄 压 、 表 面 张力 的 作用 
Ву, ЯА ЕЖ АНА Ж.Ө. Ен, Секен ЖАЯ 
其 他 现象 的 出 现 ,如 和 蛋白质 溶解 度 的 降低 、 一 些 物化 常数 的 变化 等 等 。 这 些 变化 都 不 导致 一 
ЖЕМІНЕ ХӘЛЕН ЖІКДЕТЕ, 

ЕНИЖЕНӘНЖЕА ЛЕ ЕНЕ. 旱 在 1931 #F., E ЖАНЫ ЖЕНДІ 
性 就 是 它 的 肽 链 及 卷曲 变 到 伟 履 的 过 程 , 后 来 的 工作 者 说明 吴 宪 的 说 法 是 正确 的 .从 现代 立 
体 结 神 研 究 结果 看 ,可 以 比较 完整 地 说 ,变性 就 是 蛋白 质 在 一 定 的 条 件 下 处 理 时 , 共 价 键 不 
变 { 但 可 以 涉及 次 级 键 ,二 态 键 变化 ) ,特定 构象 改变 ,失去 生物 活性 的 过 程 。 

变性 研究 已 经 历 3 个 发 展 阶段 ， 

第 一 阶段 :以 吴 罕 的 变性 理论 (1931) 为 代表 ,主要 是 变性 现象 的 观察 。 

第 二 阶段 :主要 研究 变性 与 蛋白 质 分 子 形状 的 关系 。 

第 三 阶段 ;从 20 世纪 50 年 代 起 ,由 于 XX- 光 入射 技术 的 发 展 ,蛋白 质变 性 研究 由 分 子 形 
状 的 研究 进入 分 子 构象 变化 的 研究 。 

1. 为 村 到 大 们 对 蛋白 质变 性 研究 这 么 感 兴 赵 

首先 ,大 多 数 从 事 蛋 宕 质 和 酶 研究 的 人 ,希望 通过 变性 ,认识 并 掌握 变性 条 件 ,防止 变 
性 ,以 得 到 天 然 恒 白质 制剂 。 一 一 这 在 生物 高 分 于 提取 分 离 中 是 必须 考 虐 的 因素 。 

其 次 ,有 些 研究 工 必 需要 利用 变性 条 忻 , 例 如 不 同 肪 链 的 拆 离 、 电 蓓 异 构 体 (由 于 对 残 世 
侧 链 的 化 学 收 铸 ,而 产生 不 同 净 电 荷 的 肽 链 ? 的 分 离 , 亚 单位 分 子 量 的 测定 、 基 种 残 基 的 化 学 
反应 等 ,都 机 在 实验 研究 之 前 , 先 通过 变性 ,把 蛋白 质 拆 成 亚 单位 ,或 者 把 天 然 蛋 白质 谈 成 无 
В АКЕ. 

再 次 , 箱 用 变性 过 程 ,研究 维持 蛋白 质 二 ,三 级 结构 的 作用 力 ,研究 各 种 作用 力 宕 决定 活 
性 部 位 上 的 作用 .为 了 这 种 研究 ,常常 采用 人工 全 成 的 氨基 酸 聚 合 物 或 者 由 几 种 氨基 酸 合 成 
的 共 阳 物 作为 蛋白 质 的 模型 化 合 物 。 这 种 模 弄 化合物 的 结构 单元 只 是 一 种 或 几 种 氮 基 酸 ， 
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АНЫ НЕА — , РАВЕНА Л А-А ЕН ИЛЕН, НЫҢ 
нына era- Е h Et B 6 Е К РЕ ЕВ, У а- ЛЕА ЕЛЕ ЧИ. СА) 
қы ЕА, ПІ ЖР 6—2 ЧЕ. 

2. 各 种 变性 因素 对 蛋白 质 构象 的 影响 

1) 温度 一 一 热 变 性 ,由 于 加 热 而 产生 的 蛋白 质变 性 原因 是 肽 链 的 脱水 及 次 级 键 玻 坏 ， 

《2)pH 一 一 酸 碱 变 性 ,通过 静电 作用 来 实现 。 多 数 蛋 白质 在 PR 4--10 内 稳定 ， 

《3) 有 机 深 剂 :可 以 站 过 天 电 力 或 氨 键 或 久 水 作用 实现 。 按 有 机 洲 剂 提供 质子 的 能 力 可 
分 为 ; 

有 机 酸 , 甲 酸 、 乙 酸 . 二 氯 乙 酸 
强 质子 性 | Ta 
: 乙醇 .甘油 

реч 甲 酰胺 、N- 甲 基 乙 酰胺 

(4) IR R12E BR BE :作用 机 制 是 使 蛋白 质 肽 链 伸 展 而 暴露 出 内 部 的 得 基 ,破坏 朴 水 作用 .党 
用 8 moi/L 的 脲 ,5 mol/L 的 盐酸 肥 。 

(525. NH):SO,、CaCls、NaCl 等 

盐 祈 ,SOi- 等 一 类 离子 能 提高 蛋白 质 构 俏 的 稳定 性 ,同时 也 能 够 使 蛋白 质 的 溶解 度 下 
降 。 

Ў Сагу ,SCN- 等 离子 能 降 慨 蛋 白质 构象 的 稳定 性 ,同时 也 能 够 使 蛋白 质 的 溢 解 度 
FX. 

ТЕ ЕЕ KC1.NaC1, IE АЖ ТА, 

为 什么 有 些 盐 对 和 蛋 自 质 变性 有 正 负 影 响 ? ПЕНЕН ПЕН НА ADN IE, 
一 种 是 离子 对 蛋 锯 质 分 子 内 部 的 极 福 基于 的 直接 作用 ， 另 一 种 是 离子 改变 洲 剂 的 结构 ,以 影 
响 水 分 子 和 与 蛋白 质 极 性 侧 链 基 团 的 相互 作用 ,从 而 间接 地 影响 蛋白 质 构象 的 稳定 性 。 

《6) 衣 面 活性 剂 , 如 SDS( 带 负电 荷 ) ,十 六 烷 基 三 甲 基 氮 省 化物 ( 带 正 电荷 )。 

研究 变性 因 宗 的 一 个 很 有 价值 的 应 用 就 在 于 分 离 提纯 混合 蛋白 质 的 某 一 组 分 时 ,党 使 
某 些 蛋 白质 变性 , 汽 淀 除去 ,或 合 有 用 的 蛋白 质 盐 析 下 来 ,以 达 分 离 目 的 。 

为 慎 么 变性 蛋白 质 会 出 现 各 种 不 局 现象 一 一 溶解 度 降 慨 ,粘度 加 大 ,生物 活性 丧失 等 ? 

变性 的 蛋白 质 溶 解 记 之 所 以 降低 是 因为 稳定 二 级 .三 级 结构 的 作用 力 (特别 是 氧 键 ? 断 
型 ,有 规则 的 空间 构 型 检 散 , 藏 子 空间 构 型 内 的 玖 术 基 团 裸露 于 外 ,降低 了 蛋白 质 的 水 化 作 
用 ,所 以 蛋白 质 的 水 溶性 必然 减 小 。 同 样 ,粘度 增 大 ,也 是 由 于 结构 松散 混乱 ,分 子 表面 随 着 
增 大 的 缘故 ,生物 活性 丧失 更 不 难 理解 ,我 们 知道 蛋白 质 的 一 级 结构 和 空间 结构 是 蛋白 质 表 
现 生 物 活性 的 基础 ,如 果 蛋 白质 二 级 结构 以 土 的 结构 都 遭 到 破坏 ,当然 很 难 再 保持 其 康 有 的 
生物 活性 。 

20 世纪 40 年 代 凡 前 都 认为 蛋白 质变 性 是 不 可 逆 的 。1945 年 Auson ЖЖ ТІП ЖЕНЕ) 
变性 , 复 性 ,后 来 变性 又 被 分 为 可 道 和 不 可 逆 两 种 。 

当 除 去 变性 因素 后 ,有 的 蛋白 质 可 以 复 性 。 其 中 一 部 分 可 完全 复 性 , 另 一 部 分 可 恢复 活 
性 部 位 或 形成 几 种 复 性 产物 。 究 其 原因 是 一 级 结构 决定 高 级 缚 构 ,一 级 结构 不 被 破坏 ,只 要 
满足 所 需 环境 条 件 , 就 可 以 复 性 。 
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到 目前 为 小 ,从 实践 上 看 并 未 做 到 一 切 昌 白质 部 能 在 变性 后 重新 恢复 活性 ,但 一 般 都 接 
受 变 性 是 可 道 的 概念 ,并 认为 有 一 些 蛋 白质 之 所 以 不 可 道 ,主要 是 所 需 条 件 复杂 ,如 辅 因 于 
的 何 题 ,蛋白 质 水 解 酶 的 彻底 去 除 、 解 高 缔 合 条 件 的 掌握 、 殊 基 的 保护 等 等 。 

3. 变性 后 蛋白 质 的 构象 变化 

蛋白 质 经 变性 因素 作用 之 后 ,其 构象 发 生 了 什么 变化 ? 

吴 完 在 1931 年 提出 :蛋白 质变 性 之 后 ,其 肽 链 就 由 原来 紧密 有 序 的 构象 变 成 了 松散 .无 
序 的 构象 ,在 这 以 后 很 长 一 段 时 间 内 ,大 们 对 变性 的 认识 基本 保留 在 这 个 水 平 上 。 20 世纪 50 
年 代 末 ,有 人 发 现 氯 乙 醇 之 类 的 有 机 溶剂 对 人 蛋 晶 质 构 象 的 影响 与 有 有 机 溶剂 的 浓度 有 密切 关 
系 : 有 机 溶剂 浓度 低 时 ,变性 蛋白 质 旺 现 易 罕 和 集 的 伸展 构象 ;有 机 溶剂 浓度 高 时 ,变性 蛋 日 质 
又 逐 其 变 成 w- 曙 旋 ,有 时 其 螺旋 含量 可 以 超过 天 然 状 态 。 这 一 实验 结果 说 明 , 蛮 性 重 白 质 的 
构象 也 可 以 是 紧密 构象 ,近年 来 , 义 进 一 步 观察 到 ,a- 淀 粉 酶 ZL- 天 门 冬 酰胺 酶 等 经 表面 活性 
剂 变性 之 后 ,其 螺旋 含量 增加 。 增 加 螺旋 度 的 变性 , 叫 重 构造 变性 。 

1968 年 Tantord 把 变性 产物 的 构象 概括 为 三 类 ， 

(1) 旦 无 规则 卷曲 构象 一 一 如 盐酸 肽 变性 剂 作用 后 的 蛋白 岳 ， 

(3) 一 部 分 紧密 构象 一 一 如 热 . 酸 、 碱 变性 剂 作用 后 的 蛋白 质 。 

(3) 螺 旋 度 增加 一 -如 高 浓度 的 有 机 溶剂 变性 剂 作用 后 的 蛋 晶 质 。 

4. 变性 的 应 用 

蛋白 质 的 变性 利 商 疗 存 。 可 以 利用 蛋白 质 的 变性 为 人 类 服务 ;豆腐 就 是 大 豆 蛋 白 的 浓 证 
被 加 热 加 盐 而 成 的 变性 蛋 帕 质 凝固 体 ; 临 床 分 析 化 验 血 清 中 的 非 蛋 白质 成 分 ,常常 加 三 气 栈 
酸 或 够 酸 使 血清 中 的 蛋白 质变 性 沉淀 去 掉 :为 鉴定 尿 中 是 和 否 有 蛋白质 ,常用 加 热 法 来 检验 ; 
在 急救 重金 属 盐 中 毒 时 ,可 给 患者 吃 大 量 乳 品 或 蛋清 ;在 提纯 蛋白 质 时 ,可 以 加 热 除 志 对 热 
特别 繁 感 的 杂 蛋 白质 ,以 纯化 蛋白 质 制剂 ;在 食品 工业 上 ,通过 变性 ,使 大 豆 蛋 白质 由 球状 结 
构 变 成 纤维 状 辣 构 :在 医疗 和 食品 部 门 , 有 不 少 器 具 或 制品 需要 利用 变性 来 消毒 .杀菌 等 。 

蛋白 质变 性 不 利 的 一 面 :有 些 医 用 生物 制品 (疫苗 . 酶 制剂 ,其 他 蛋白 质 制剂 ) 的 制备 与 
保存 ,人 工 心 肺 机 内 循环 的 血液 以 及 日 常 实验 室 和 工业 上 用 的 酶 制剂 ,都 需要 沪 止 变性 , 因 
此 和 蛋白质 的 稳定 性 问题 程 待 解雇 。 视 体 衰老 时 ,相应 的 蛋白 质 也 逐渐 发 生变 性 , 亲 水 性 相应 
碱 弱 。 种 子 放 久 后 蛋白 质 亲 水 性 降低 而 失去 发 芽 能 为 。 

5. 抗 变性 手段 

(DARI A >F. ,内 狐 性 稳定 因素 , 即 和 蛋白 质 的 共 价 结构 以 及 由 共 价 结构 所 决定 的 空间 


结构 。 
(2) 从 外 因 入 手 ,外 源 性 稳定 因素 ,包括 非 共 价 结合 的 辅 基 以 及 环境 的 物理 化 学 条 件 , 后 
者 如 温 麻 .压力 、 湾 液 中 其 他 湾 质 如 添加 蛋白 质 (包括 了 明胶) 树胶 、 底 物 、 抑 制剂 . 辅 基 ,必需 
的 金属 离子 以 及 某 些 盐 类 等 。 


五 ,党 白质 的 沉淀 反应 


蛋白 质 由 于 带 有 电荷 和 水 膜 , 因 此 在 水 溶液 中 成 稳定 的 胶体 .如 果 在 蛋白 质 汶 液 中 加 入 
适当 的 试剂 ,破坏 了 重 白 质 的 水 膜 或 中 和 了 蛋白质 的 电荷 ,那么 蛋白 质 胶体 淤 液 就 不 稳定 而 
出 现 沉淀 。 
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1. 盐 类 

ОЧН,):5О,.Ма,5О,,МаСі 等 盐 类 可 破坏 蛋 折 质 分 子 周 于 的 水 膜 .中 和 蛋白 质 分 子 的 电 
荷 ， 但 不 同 蛋白 贰 盐 本 所 需 盐 浓 上 度 不 同 ,可 进行 分 段 盐 术 。 

2. 有 机 溶剂 

酒精 .再生 一 一 破坏 水 膜 而 使 蛋白 质 帝 注 。 如 蛋白 质 深 液 的 pH 在 pI 时 ,加 入 这 些 有 机 
溶剂 可 加 速 蛋 白质 沉淀 ,可 用 于 分 离 纯 化 。 

ажы 

НвСІ;.АсМО;.РЬСАс),.ЕеСі, 等 能 与 蛋 扫 质 产 生 阴 阳 静 电 吸 引 而 沉淀 ,利用 这 一 性 质 
在 和 人 体重 金属 离子 中 毒 时 ,可 灌 人 蛋清 或 牛奶 以 解毒 。 

4. 某 些 酸 类 

苦味 酸 . 单 宁 酸 ,三 氧 乙 酸 等 能 和 蛋白 质 形成 不 浪 性 的 蛋白 质 盐 而 沉淀 。 

以 盐 析 法 或 在 低温 条 件 下 加 入 有 机 溶剂 等 方法 制 取 的 蛋白 夺 , 仍 然 保 持 天 然 蛋 白质 的 
一 切 特此 , 故 在 蛋白 质 分 子 的 分 离 纯 化 中 低温 操作 是 十 分 必要 的 。 


六 、 淖 白质 的 普 色 反应 


1. 双 缩 脲 反应 

这 是 一 个 用 比 色 法 测定 蛋白 质 浓度 的 方法 ,至 今 仍 被 广泛 使 用 ,特别 是 在 需要 快速 但 不 
需要 很 准确 的 测定 中 (0.5 一 10 тағ то ЕЛІНЕ. 

[Cu(NH,s] 十 蛋白 质 溶液 一 紫红 色 络 合 物 ,30 分 钟 内 测 ODsw。 

2. 祷 林 一 酚 法 (或 称 Lowry 法 ) 

此 法 是 双 缩 腺 法 的 进一步 发 展 , 它 的 第 一 步 就 是 双 缩 受 反 应 , 即 Cu**+ 与 蛋白 质 在 厌 性 
TW Ri S КИИ СЕ Rs Fl pk rR B 9 ER B) Е) ВЕНЕ — 6 
酸 试剂 ( 即 福 林 一 酚 试 剂 ), 铺 果 得 到 深蓝 色 物 质 , 测 口 Deso。 

此 法 是 生化 领域 里 应 用 较 广 证 的 一 种 蛋白 质 披 麻 测 定 方法 。 它 的 优点 是 操作 简便 《 当 
然 , 相 对 于 双 缩 脲 法 要 费时 ) 灵敏度 高 ,适合 于 测定 20 一 400 mg/m] ЖЕН RS. uytu 
点 是 试剂 只 与 蛋白 质 中 的 酷 氨 院 、 色 和 握 酸 反应 ,各 种 蛋白 质 因 这 两 种 氨基 酸 含 其 不同 而 使 显 
色 强 度 稍 有 不 同 ,标准 昌 线 也 不 是 严格 的 直线 形式 。 其 另 一 上 獒 点 是 Folin 试剂 的 配制 较 烦 ， 

注 : 加 入 福 林 试 剂 时 材 特 别 小 心 , 这 个 试剂 只 在 酸性 PH 环境 中 才 稳 定 , 但 第 一 步 反 应 (次 缩 肢 反 应 ?是 
在 pH 10 时 才 改 人生 ( 而 且 下 一 步 的 还 原 反 应 也 只 有 在 pH 10 时 才 发 生 》,; 因 此 把 Folin 试剂 加 到 磁性 的 
Саз НИЕ ЯУ ЖЫН ЕЕ Е А К — ЕО О БУР А ЕЗАРА ЕНЕҢ Со — 18 
АлАТ. 

3. 海马 斯 亮 蓝 法 (Coomassie 9.6) 

不 少 染 料 可 与 蛋白 质 结 合 后 显 色 ,如 考 马 斯 亮 蓝 G250( 红 色 试 剂 ) 与 蛋白 质 结合 呈 蓝 
色 .此 复合 物 药 吸光 系数 很 高 ,这 就 大 大 增加 了 测定 的 灵 笋 度 , 可 以 测定 儿 微 克 , 甚 至 零点 几 
微克 水 平 的 蛋白 质 ,而 且 反 应 时 间 快 ,大 约 2 min 之 内 即 可 完成 ,而 复合 物 在 溶液 中 的 分 散 
状态 能 维持 很 长 时 间 ( 大 约 1 h), 因 此 对 测定 时 间 不 像 双 缩 脲 方法 那样 严格 。 

考 马 斯 亮 蓝 与 蛋白 质 通过 范 德 华 力 键 全 ,在 一 定 蛋 白质 浓度 范围 内 (2 一 20 Pg)，, 蛋 白质 
的 染色 符合 郎 伯 - 比 尔 定律 ,此 法 受 蛋 白质 的 特异 性 影响 较 小 , 除 组 蛋白 外 ,其 他 不 同 种 类 和 蛋 
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白质 的 染色 强度 全 异 不 大 ， 可 以 定量 测定 ,根据 口 Ds* 及 标准 曲线 可 定量 。 

电 湾 鉴定 蛋白 质 组 分 时 ,也 最 常用 此 法 ,有 支持 物 时 ,由 于 支持 物 也 会 被 染色 ,所 以 还 需 
用 脱色 渡 脱 色 , 使 支持 物 被 染 的 颜色 退去 而 蝇 白质 与 染料 结合 所 最 的 颜色 仍 保 持 不 退 , 雇 便 
观察 结果 ,定性 鉴定 其 纯度 如 何 ， 

4. 几 种 有 用 的 特异 性 蛋白 质 的 显 色 反应 

(1) 板 口 反应 : 含 精 氨 酸 的 蛋白 质 ( 因 为 含有 县 基 ) 能 与 次 毛 酸 钠 ( 次 溴 酸 钠 ) 及 w 莹 酌 在 
Маон 溶液 中 产生 红色 产物 。 读 反应 可 用 于 八 定 蛋白 质 是 否 含 精 氨 酸 ,也 可 用 于 定量 测定 精 
46. 

(2) 米 伦 反应 , 含 酷 氨 酸 的 生 白 质 ( 因 含有 酚 基 ) 可 与 米 伦 试剂 LHg(NGO3s .Hg (МО,); 
和 HNO; 的 混合 物 ] 反 应 ,先生 成 白色 沉淀 ,经 加 热 沉 演变 成 红色 。 该 反应 可 用 于 定性 分 析 。 

(3) 黄 色 反 应 :含有 芳香 族 氨 基 酸 的 蛋白 质 (特别 是 酯 反 酸 , 色 氨 酸 ) 与 HNO: 作用 生成 
白色 沉淀 ,经 加 热 沉淀 变 成 黄色 ,再 加 磊 , 颜 色 加 深 旺 橙黄 色 一 一 这 是 因为 芳香 环 ( 著 环 ? 被 
硝化 ,产生 黄色 硝化 衍生 物 , 如 皮肤 ,指甲 和 毛发 等 遇 沁 HNO, 会 变 黄 . 

(4) 乙 醋酸 反应 : 含 色 氢 酸 的 蛋白 质 与 乙 醋酸 混合 后 , 沿 壁 组 缀 注入 浓 HeSO, 在 两 液 层 
之 间 会 出 现 竟 色 环 ,这 是 含有 呵 | 嗓 基 化 合 物 的 特有 上 反应。 

《5) 检 出 半 赃 换 酸 和 其 他 含 殖 基 的 化 合 物 , 是 用 它 与 确 普 盐 ( 普 鲁 氏 盐 ) 一 一 
Na:[Fe(CN) NO] 反 应 。 普 鲁 氏 盐 对 SH 特异 性 显 红色 ,可 用 于 蛋 移 酸 ( 甲 硫 氨 酸 ) 的 检测 。 

(6 甘氨酸 可 与 邻 蔡 二 醛 的 乙醇 溶液 显 墨 绿色 。 

(7) 有 睛 氨 酸 对 酸性 四 唆 醒 试剂 显 蓝 色 反 应 ， 

附 . 凯 氏 定 毛 法 

它 是 定量 测定 生物 材料 总 握 量 的 一 种 方法 。 生 物 材 料 中 含有 许 儿 合 氨 化 合 物 ,如 和 蛋白 
质 、 核 酸 . 握 基 酸 等 ,对 其 售 氮 量 的 测定 在 生化 研究 中 具有 一 定 意 义 , 例 如 已 知 蛋 日 质 含 氮 量 
通常 为 16 儿 ,因此 ,只 要 测 出 蛋白 质 样 品 的 含 所 量 , 再 飞 以 6. 25, 即 可 知道 蛋白 质 含 量 . 又 如 
核酸 中 的 氮 磷 比值 适 常 是 一 定 的 ,如 果 提 人 取 的 核酸 祥 品 含有 蛋白 质 杂 质 , 则 NAP 比值 就 增 
高 , 它 是 说 明 核 琶 纯 度 的 指标 之 一 。 生 物 材料 总 氮 量 的 测定 通常 采用 项 氏 定 氮 法 ,适用 范围 
00.2-—2 р Ж. 

凯 氏 定 氮 法 共 分 三 步 И —— З —— Е. 

(1) 有 机 物 (C,HH,O,N,P,S) 十 浓 H2SO,、 硫 酸 铜 .硫酸 钙 ( 催 化 剂 及 提高 矿 酸 的 沸点 )， 
反应 30 一 860 тіп, ЭУ: 

СМН,),50, +CO,+SO,+H;,PO, 
ЖИЕНІ: CuSO,/K.SO,=1/4(W И) 
(932 18. СЧН,):50,--2МаОН 一 一 2NH.,OH +-Na;SO, 
ЖШ 


2NH; í + 2H;O 
收集 NH; 的 方法 

(аз НИЕ НСІ Ik kaki H Bj NH; НСІ МН. 一 一 NHCl 
У В НВО k NH; : NH,+-H,BO, ==МН.Н,ВО, 


(3) 滴 定 
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Ca) 标准 NaOH 小 渍 定 剩余 的 标准 HCI( 甲 基 红 为 指示 剂 ) 
NaOH 十 HCL 一 NaCl 二 HHO 
Cb)HsBO, 吸收 NH; 后 ,HBO, 溶液 的 H 浓度 降低 ,混合 指示 剂 45 体积 0. 2⁄4 BT Н 
绿 妈 醇 溶液 和 1 体积 0. 2% 的 由 基 红 乙 藤 溶 波 ,pH 4 3 一 5. 4) 由 黑 兹 色 变 为 绿色 。 再 用 标准 
酸 来 滴定 ,使 硼酸 溶 滚 恢复 到 原来 的 H' 浓 度 为 止 , 指 示 剂 出 现 淡 繁 红色 为 终点 ,这 时 所 耗 的 
HCL 量 即 为 NH; 的 量 , 此 法 称 为 直接 法 ,内需 配 市 酸 的 标准 液 。 
NH.H,BO,+HCl —NH,.Cl-+H;BO, 


第 四 节 ”蛋白质 的 结构 分 析 


蛋 自 质 的 一 个 突出 的 特征 是 它 具有 十 分 独特 的 专 一 的 立体 结构 ,在 这 种 立体 结构 的 共 
础 上 产生 出 蛋白 质 的 功能 。 蛋 和 问 质 分 子 具 有 一 条 或 多 条 肽 链 。 肽 链 既 不 是 直线 ,也 不 是 任意 
的 线 团 ,而 是 在 三 维 空间 上 有 特定 的 走向 与 排 布 。 随 郑 蛋 白质 研究 的 深入 ,立体 结构 的 重要 
性 越 来 越 被 人 们 所 认识 ,更 多 的 人 注意 到 ,必须 同时 抓 住 立体 结构 这 一 蛋白 质 的 特征 ,才能 
比较 清楚 地 了 解 它 的 各 种 功能 的 结构 基础 。 和 蛋白 质 分 子 的 构象 叉 叫 空间 结构 ,高 级 结构 、 立 
е .三 维 构 象 等 等 ,都 是 指 蛋 白质 分 子 中 所 有 原子 在 三 度 空间 中 的 排 布 。 

蛋白 质 分 子 结构 可 以 分 为 一 级 结构 ,二 级 结构 ,三 级 结构 、 四 级 结构 和 五 级 结构 ， 

一 级 结构 (也 叫 化 学 结构 ) : 指 蛋 白质 分 子 中 氮 基 琶 的 连接 方式 和 排列 其 序 . 习 惯 上 把 扯 
基 酸 的 端 写 在 左边 ,C 端 写 在 右边 。 

二 级 结构 ; 指 多 肽 链 主 链 骨架 中 的 若干 胀 段 ,它们 各 自 沿 着 茶 个 轴 盐 旋 或 折 和 又 ,并 以 所 
键 维系 ,从 而 形成 有 规则 的 构象 ,如 2- 螺旋 ,Pp- 折 登 和 B- 转 角 等 (二 级 结构 不 涉及 氨基 酸 残 共 
的 侧 链 构象 ) ; 见 图 3-3。 

三 级 结构 : 指 的 是 多 肽 链 在 二 级 结 权 的 基础 上 ,由 于 其 顺序 上 相隔 较 远 的 氨基 酸 残 基 届 
链 的 相 表 作用 而 进行 范围 广 水 的 盘旋 和 折 松 ,从 而 产生 特定 的 很 不 规则 的 立体 结构 . 换 句 话 
说 ,三 级 结构 指 的 是 一 条 多 肽 链 中 主 链 及 侧 基 所 有 原子 的 空间 排 布 ( 三 级 结构 不 涉及 一 条 肤 
链 上 的 原子 与 另 一 条 多 有 卜 链 的 原子 关系 ), 见 图 3-4。 

在 比较 已 知 的 准 白 质 的 三 级 结构 的 基础 上 ,有 些 学 者 还 提出 了 超 二 级 结构 的 概念 , 即 一 
些 二 级 结构 的 构象 单元 在 形成 三 级 结构 前 似乎 先 以 基 种 方式 组 合 为 “过 滤 ? 的 结构 层次 , 功 
能 相似 的 蛋白 质 常 有 相似 的 超 二 级 结构 。 例 如 ,不 少 可 和 DNA 结合 的 蛋白 质 中 都 有 五 了 如 
类 型 的 构象 单元 的 组 合 ( 其 中 二 代表 螺旋 构象 , 为 8 转角 ), 即 这 类 蛋白 质 和 DNA 结合 的 
ЗИЕНЕНШИНМЕСЫН ЕЕЕ ЯЗ. К.Е 3-5. 

Малы H PB 3: sk БАУУ ЖЕНЕ ЕЗІН ЕН S: BJ 8: El 
质 分 子 . 此 多 须 链 就 是 该 给 白质 分 子 的 亚 单元 ( 亚 基 ) , РЕЛЕ rT WR BJ E Fi Жы 
穴 蛋 白质 。 单 链 的 蛋白 质 分子 没 有 四 级 结构 ，。 

有 些 球 蛋白 质 分 子 合 有 一 条 或 更 多 条 有 链 ,这 些 多 肘 链 彼此 以 共 价 键 相连 ,每 一 条 多 上 肽 
链 都 有 自己 的 三 级 结构 ,此 多 肽 链 就 是 该 蛋白 质 分 子 的 亚 单位 ( 亚 基 )。 从 结构 上 看 亚 单位 就 
是 性 白质 分 子 的 最 小 共 价 单位 。-- 个 亚 单位 一 般 是 由 一 条 多 肽 链 组 成 ,也 可 以 由 几 条 多 肽 链 
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зз Желі іні 


图 3-4 Желісі 


围 35 ЖЕЕ ны 


ый, накткиоти син. 由 亚 单位 聚合 而 成 的 蛋白 质 分 子 叫 塞 聚 蛋白 质 .所 
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РПА e qa Т E. in Tu ЕЕ Н.А ФВ ДЕЛІ Л Ea 22 EJES EE fE, 8 — 
四 级 结构 由 相同 亚 单位 构成 , 非 均 一 四 级 结构 由 不 同 亚 单 位 构成 。 

亚 单 位 之 间 的 结合 力 ; 形 成 寒 聚 体 的 懒 向 与 蛋白 质 中 玖 水 氨基 酸 残 基 的 含量 有 关 , 易 形 
成 四 级 结构 的 蛋 和 白质 大 约 有 30% 以 上 的 玖 水 氮 上 林 酸 ,看 来 ,它们 不 可 能 将 这 些 残 基 全 部 包 芽 
在 由 -条 肘 链 折 登 所 形成 的 核心 失 , 过 刹 的 一 些 芯 水 复 直 酸 不 得 不 左 圳 到 与 水 接触 的 亚 单 
位 表面 上 .。 亚 单位 表面 上 的 琉 水 侧 链 ,为 了 避 开 水 相 , 只 有 这 使 亚 单位 聚合 ,以 实现 把 剩余 的 
琉 水 侧 链 包 藏 在 亚 单位 之 间 的 目的 。 由 此 看 来 ,维持 四 级 结构 的 主要 作用 力 是 草 水 作用 。 但 
是 , 政 水 作用 并 不 是 维持 中 级 结构 的 惟一 的 力 , 气 键 . 范 德 华 引力 ,也 一 定 参 与 维持 四 级 结 
构 , 但 是 它们 可 能 仅仅 起 次 要 作用 。 此 外 ,个 别 的 情况 下 ,离子 键 , 二 硫 键 等 也 参与 维持 四 级 
结构 。 

五 级 结构 : 指 具 有 四 级 结构 的 蛋白 质 与 肽 链 以 外 的 物质 构成 的 复合 物 ,如 多 酶 复合 体 、 
病毒 ,核糖 体 、 色 蛋白 等 。 


第 五 节 ”其 他 若干 问题 


一 、 构 型 与 构象 


在 描写 蛋 和 白质 分 子 空间 结构 方面 ,常用 到 构象 与 构 型 ,这 两 个 概念 容易 混淆 ， 

构 型 : 指 的 大 在 一 个 化 合 物 分 子 中 原子 的 空间 排列 ,这 种 排列 的 改变 会 涉及 共 价 键 的 改 
变 ( 生 成 与 破坏 ), 但 与 氢 键 无 关 , 如 氨基 酸 的 只 和 工 构 型 。 

构象 : 指 的 是 多 肽 链 中 的 一 切 原子 由 于 单 键 的 旋转 而 产生 不 同 的 空间 排 布 .这 种 空间 排 
布 的 变化 仅 涉及 和 氢 键 等 次 级 键 的 生成 与 断裂 ,但 不 涉及 共 价 键 的 生成 与 断裂 。 

梅 型 是 由 于 化 合 物 中 的 不 对 称 性 所 产生 前 立体 化 学 概念 。 它 是 一 个 不 对 称 中 心 ( 手 性 
碳 ) 上 几 个 不 司 的 原子 或 基 团 所 具有 的 特定 的 排列 方式 ,氨基 酸 除 甘氨酸 外 和 单 糖 一 样 部 有 
构 型 ,因为 多 数 氮 基 酸 只 有 一 个 不 对 称 碳 原 子 ,因此 光学 异 构 体 的 数 肯 较 少 ,而 单 糖 的 不 对 
称 碳 原子 较 多 ,理论 上 它们 的 光学 异 构 体 就 有 2 个 Cn 为 不 对 称 碳 原 于 数 )。 

构象 是 另 一 个 立体 化 学 概念 ,通常 和 分 子 的 不 对 称 性 无 关 。 构 象 是 因 分 子 中 单 键 旋 转 而 
导致 分 子 中 各 基 园 或 原子 具有 特定 的 相对 位 置 . 多 肽 链 、 多 核 霸 酸 链 和 多 糖 链 都 可 以 有 无 数 
不 辐 的 构象 ,但 在 天 然 状 态 ,这 些 大 分 子 内 的 某 些 残 基 邮 存在 多 种 方式 的 相互 作用 ,例如 所 
键 . 盐 键 和 蕊 水 作用 等 ,限制 了 生物 大 分 子 的 链 的 活动 ,因此 ,天 然 的 生物 大 分 子 都 有 特定 的 
空间 构象 一 -最 稳定 的 构象 , 即 它们 的 高 级 结构 ，。 

总 之 , 枸 型 来 源 于 分 子 中 一 些 不 对 称 原子 ,而 构象 则 产生 子 分 子 中 一 些 单 键 的 旋转 。 

构 列 是 就 分 于 中 某 一 个 不 对 称 中 心 耐 言 ,构象 则 是 对 分 子 中 不 同 的 原子 上 的 取代 基 说 
的 。 一 种 分 子 对 应 于 一 种 构 型 ,但 在 理论 上 友 可 以 有 无 数 种 构象 。 在 -一些 特定 的 条 件 下 ,分 
子 以 最 稳定 的 梅 象 出 更。 要 改变 一 个 化 合 物 的 构 型 ,一定 要 通过 化 学 反应 ,使 共 价 键 断 发 和 
形成 新 的 共 价 键 ,改变 构象 却 只 要 旋转 一 些 单 键 ,而 不 必 破 坏 息 有 的 共 价 键 和 产生 新 的 共 价 
键 。 
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生物 大 分 予 都 有 一 定 的 空间 构象 ,而 且 这 些 构象 与 生物 大 分 予 的 功能 密切 相关 。 

首先 ,构象 是 有 机 分 子 因 碳 碳 之 间 的 单 键 旋转 而 引起 的 分 了 巴 肉 各 种 基 轩 或 原子 间 的 相 
对 位 置 的 改变 , 国 些 不同 于 源 于 卑 性 中 心 所 全 生出 的 另 一 种 立体 异 构 的 概念 一 一 构 型 . 蛋 自 
质 分 了 由 成 吾 上 千 个 氨基 酸 残 基 组 或 ,其 中 每 个 C 一 C 单 键 都 能 旋转 ,因此 理论 上 和 蛋 对 和 质 就 
可 能 出 现 无 数 种 空间 构象. 

其 次 ,应 强调 的 还 有 两 点 :中 蛋白 质 是 由 氨基 酸 残 基 通过 肽 键 相 连 , 肽 键 的 化 学 实质 是 
酰胺 键 ,因为 送 世 和 亚 氨 基 的 存在 ,使 得 版 键 中 的 C 一 N 和 间 的 单 键 的 长 度 介 于 C 一 C 单 键 和 C 
一 C 双 键 之 间 。 因 此 , 卜 键 也 具有 一 定 程度 的 双 键 性 质 , 表 现 为 胀 键 上 的 4 个 取代 基 和 原子 
记 有 顺 反 蜡 构 体 ,以 及 肤 键 不 能 像 单 键 那样 任意 旋转 。 在 多数 情况 下 , 肽 键 上 的 取代 基 以 反 
式 存在 , 国 为 反 式 较为 稳定 , 肽 键 不 能 任意 地 旋转 ;因此 在 进行 构象 研究 时 , 常 以 " 脉 平面 ”为 
单位 。 句 组 成 蛋白 质 的 氨基 酸 都 是 4- 氨基 酸 , 氨 基 酸 残 基 的 氨基 和 着 基 都 是 接 在 i 碳 原 子 
上 ,区 然 肘 键 不 能 旋转 ,那么 由 它们 组 成 的 短 链 中 可 以 旋转 的 也 只 有 作为 一 个 整体 单位 的 航 
平面 种 a- 碳 原子 的 各 个 单 键 。 在 蛋白 质 化 学 中 用 两 个 二 面 角 促 和 如 来 定量 地 描述 = 碳 原 子 
上 多 个 单 键 旋转 的 情况 。 

应 该 记 住 的 是 ,在 研究 一 级 结构 时 , 氮 基 酸 残 基 被 看 成 是 一 个 最 小 单 体 ,蛋白 质 的 一 级 
结构 是 氨基 酸 残 基 的 排列 顺序 .而 在 研究 蛋白 质 的 高 级 结构 ( 即 空间 构象 ?时 , 肽 链 中 的 最 小 
单位 是 及 平面。 由 肽 平面 绕 e-C 原子 旋转 后 就 产生 了 多 种 多 样 的 蛋白 大 的 空间 构象 。 

жаН НА 个 减 基 ,就 有 2n 一 2 个 可 旋转 的 单 键 ,因此 ,理论 上 说 一 个 重 
外 质 可 以 有 无 数 不 同 的 空间 构象 ,如 困 没 有 茜 种 因素 的 存在 , 绝 六 多 数 的 构象 都 是 处 于 不 断 
运动 的 状态 , 且 多 数 宰 象 是 不 稳定 的 。 在 蛋白 殴 分 子 中 有 一 些 因 素 起 到 稳定 作用 。 

稳定 蛋白 质 空间 构象 的 主要 因素 蚌 蛋 白质 分 于 的 众 名 基 团 间 的 相互 作用 ， 

气 键 : 肽 链 之 问 的 气 键 , 肽 键 和 侧 链 间 的 氢 键 。 

静电 作用 ; 带 有 不 同 电荷 的 侧 链 间 的 静电 的 作用 。 

惯 家 作用 : 极 性 氨基 酸 残 基 便 链 间 的 蛋 极 作用 。 

榴 水 作用 : 朴 水 残 基 则 的 琉 水 作用 。 

配 位 键 ,还 有 二 硫 键 与 空间 位 阻 等 ,使 y 和 不 能 任意 取 值 ， 

芒 水 作用 早期 提出 的 时 候 , 称 为 芍 水 键 。 随 着 对 朴 水 作用 的 理解 和 深入 研究 , 许 儿 人 对 
于 名 词 本 身 展开 了 讨论 。Tantford 指出 , 琉 水 键 这 醉 水 二 字 实 在 不 确切 ,从 含义 看 ,应 准确 说 
ЕКЕНІ, Hildebrand 认为 ,并 不 存在 * 琉 水 "问题 ,只 是 水 对 这 些 化 合 物 或 侧 链 
ЖЭ Т. ТапНег 指出 ,* 键 " 字 也 不 准确 , 它 的 产生 要 比 吸引 力 复杂 的 多 , 西 此 提出 用 “ 箭 
联 ”entropyunion) 一 词 来 代替 琉 水 键 。 这 一 词汇 能 否 被 广泛 采纳 ,还 要 着 发 展 ,但 它 对 于 说 
明 玖 水 作用 的 本 质 是 准确 的 ,至 于 “ 芍 水 键 ”一 词 , 已 成 为 化 学 界 的 笑料 ,逐渐 地 没有 人 用 了 。 

ЕН АЕ ру ЈЕ 8- 氨 基 酸 而 不 是 a- 氨 大 酸 , 那 么 肽 链 中 可 以 旋转 的 单 键 还 
应 增加 一 个 , 即 a-C 原子 和 和-C 原子 之 间 可 以 旋转 ;那么 n 个 凡 氨 基 酸 构成 的 肽 链 中 ,可 以 旋 
转 的 单个 胀 键 就 有 3n 一 2 个 ,结果 不 仅 使 残 基 侧 链 沁 产生 的 位 阻 现象 明显 减 小 , 面 且 使 胀 链 
有 更 太 的 可 卷曲 性 , 这样,5- 氨 基 酸 构成 的 肽 链 带 来 的 将 是 男 一 个 完全 不 同 的 世界 。 那些 w- 
氨基 酸 构 成 的 肢 链 则 是 我 们 所 热 严 的 尼龙 王国 ,这 一 极端 可 以 作为 一 个 例证 。 

在 蛋白 质 分 予 的 局 部 肤 链 卷曲 后 , 因 肽 链 间 的 氨 键 作用 ,可 以 使 一 些 具 有 特定 顺序 的 版 
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出 现 有 规则 结构 的 空间 和 构 得 ,这 就 是 所 请 的 蛋白 质 的 二 级 结构 。 常 见 的 二 级 结构 有 ww 螺旋 ， 
打折 杖 和 及 转 前 。 除 了 这 三 种 有 序 的 二 级 绊 档 外 ,和 蛋白质 分 于 还 有 一 些 所 谓 的 无 规 着 砷 的 二 
级 结构 ,但 是 这 种 无 规 卷 申 和 有 机 合成 的 高 分 子 相 比 绝 不 蚌 尾 意 和 的 , 即 每 一 种 蛋白 质 的 每 一 
段 无 规 状 曲 也 均 是 特定 的 。 其 中 心 螺 旋 的 结构 又 比 其 他 两 种 让 结构 更 有 特征 ,在 性 螺旋 中 每 
ОДЕА З. 5 个 残 基 , 在 肽 链 间 形成 气 键 时 ,出 现 了 由 13 个 原子 构成 的 环 。 即 果 是 BE 氨 菇 酸 
构成 的 肘 链 ,因为 肘 键 间 的 距离 改 变 以 及 可 卷曲 性 增加 ,这 些 肘 链 是 否 还 能 形成 a- 岩 旋 和 2- 
Tr 3k? 

Аж 49 BJ IK Ez (tJ ВКФ АМЕ — ЗЕ ЕЯГАЖОН Е АУА 55 hz в 
们 的 表 曾 性 质 5 锁 如 电荷 性 质 和 杨 水 作用 ) 也 常 是 不 均一 或 不 对 称 的 ,因此 ,它们 还 能 和 分 子 
中 的 其 他 部 分 进一步 地 相互 作用 КЫН СЫ». ӨНЕРМЕН АЕ 
构 后 ,分 子 表面 仍 有 一 些 可 以 和 其 他 分 子 相 互 作用 的 基 团 ,活性 基 轩 常常 是 分 子 中 的 活性 部 
位 ,通过 这 些 部 位 ,蛋白 质 分 子 表 现 出 它们 的 生物 活性 。 另 有 些 肽 链 , 已 有 一 乍 功 能 ,但 是 它 
们 还 能 和 其 他 一 些 卜 链 装 配 成 为 一 个 劲 能 更 为 完善 的 体系 ， 这 样 的 组 合 和 结构 形式 是 蛋 晶 
质 的 四 级 结构 。 

总 之 ,蛋白质 的 结构 是 复杂 而 有 层次 的 ;最 根本 的 是 蛋白 质 和 的 一 级 结构 , 它 尖 定 分 于 中 
的 哪些 县 眉 可 以 形成 二 级 结构 , 它 还 决定 了 二 级 结构 蚌 如 何 地 组 合成 为 更 为 完善 的 体系 . 简 
由 一 级 结构 形成 高 级 结构 时 , 肽 链 中 C 一 C 间 单 键 的 旋转 和 分 子 肉 的 非 共 价 作用 和 二 硫 键 
是 极为 关键 的 为 索 ,同时 ,蛋白质 中 所 有 和 氨基酸 的 = 类 型 和 肘 键 构成 了 不 能 旋转 的 整体 性 的 
HOt, 这 两 个 要 束 对 蛋白 质 高 级 结构 的 形成 也 有 重要 的 影 啊 。 

还 应 指出 ,和 外界 的 因素 也 会 对 蛋白 质 的 空间 构象 有 影响 ,例如 溶液 的 pH、 离 于 强度 、 ін 
ПЕЛ ТУЯ ВОЛНЕ ЭР 825 АВАС Н.Н. 
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在 奇妙 的 自然 界 里 ,隐藏 着 生命 和 非 生 命 界 的 一 个 共同 现象 ,这 就 是 螺旋 自从 最 早 发 
明 螺 旋 式 水 泵 的 阿 基 米 德 写 出 第 一 部 关子 螺旋 结构 的 科学 著作 以 来 ,有 关 螺 旋 的 奥秘 便 为 
人 们 日 意 了 解 并 加 以 庶 用 .有 趣 的 是 整个 生物 界 也 都 存在 车 螺旋 现象 ,生命 тая а 
会 着 什么 秘密 呢 ? 

1. 生命 中 的 螺旋 现象 

众所周知 ,蛋白 质 、 核 酸 及 多 糖 等 是 构成 生命 的 主要 物质 ,这 些 生物 大 分 于 都 存在 蛇 旋 
结构 。 蛙 在 20 世 纪 30 年 代 ,Astbury 首次 完成 了 蛋白 质 的 X 射线 研究 ,发 现 毛发 .羊毛 和 a- 
角 蛋 由 类 的 某 些 其 他 纤维 状 蛋白 质 都 显示 了 相似 的 和 射线 图 谱 。1950 年 ,Pauling 和 Corey 
进一步 研究 并 设计 了 最 能 说 明 图 谱 结果 的 多 肽 链 折 委 模 型 一 一 -螺旋 体 , 现 已 知 ,不 但 纤维 
蛋白 古 有 螺旋, 而且 球状 蛋 日 质 也 有 wa- 昕 旋 ， 

在 核酸 研究 方面 ,Watson 和 Crick 总 结 了 前 人 的 研究 成 果 , 于 1953 年 提出 DNA ZT X 
螺旋 结构 模型 ,这 一 学 说 被 称 为 分 于 生物 学 的 第 一 原理 , 据 他 们 的 学 说 ,DNA 分 子 是 右手 螺 
Жік, 在 1979 年 ,Rich 等 正式 宣布 还 发 现 了 左手 蛇 旋 DNA 。 至 于 RNA ,也 同样 存在 螺旋 状 
结构 。 

关于 脂 质 ,我 国学 者 林 克 棱 子 1982 年 有 了 杰出 的 发 现 一 一 在 生物 膜 中 的 心 磷脂 也 能 形 
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成 双 股 或 单 股 螺旋 ， 

多 糖 ( 如 直 链 诈 粉 ) 更 是 公认 的 螺旋 状 结构 。 

更 有 营 者 , 亚 细 胞 甚至 病毒 颗 料 同样 具有 螺旋 结构 ,上 典型 的 重子 就 是 Finch 与 Klug 等 发 
现 的 核 小 体 就 是 由 DNA 分 于 缠绕 若干 组 蛋白 而 形成 螺丝 管 , 超 螺 线 管 ,最 后 形成 染色 人 二 。 又 
如 细胞 的 骨架 结构 微 管 也 是 螺旋 状 ,并 且 几 由 微 管 构成 的 细胞 器 如 闽 毛 .纤毛 ,中心 仁 
等 均 保 持 着 螺旋 结构 。 看 来 生命 中 的 螺旋 现象 具有 普 壳 性。 

2. 非 生 命中 的 操 旋 现象 

人 为 的 各 种 螺旋 现象 :弹簧 . 电 风 扇 .螺旋 浆 。 

1962 年 ,并 国 麻 省 理工 学 院 机 械 工 程 系 主任 谢 皮 多 教授 及 后 来 的 英国 皇家 学 会 特别 会 
BA М. 比 尼 博士 等 发 现 , 位 于 北半球 的 党 盆 里 的 水 当 拨 去 塞 子 后 ,水 流出 时 所 产生 的 旋 
JP ,其 旋转 方向 是 堪 ,在 南半球 则 为 右 ,而 在 赤道 则 几乎 没有 旋 测 产生 .他 们 把 这 一 殊 象 归结 
于 地 球 旋 转 这 一 自然 力 的 作用 。 

在 尘 河 的 大 海里 ,党 洲 的 海水 一 刻 也 不 会 安静 ,它们 在 不 停 地 环流 ,科学 家 们 认为 ,即使 
蚌 无 风 之 日 ,海水 也 间 样 可 形成 涡流 。 f 

更 使 人 惊讶 的 是 ,1982 年 2 月 ,美国 基 皮 上 克 天 文 台 的 天 文学 家 们 首先 观察 到 日 面 上 有 螺 
旋 形 的 斑点 。 

从 微观 的 电子 到 宏观 的 行星 ,它们 的 运动 都 存在 着 一 个 共同 现象 一 一 螺旋 返 动 。 

3. 螺旋 与 生物 进化 

《1) 生 命中 的 螺旋 现象 的 产生 原理 是 备 可 这 样 理解 

溶解 于 原始 海洋 中 的 各 种 有 机 物 ,受到 海洋 流动 力学 的 作用 而 率 集 定 一 起 ,在 一 定 的 沪 
度 、 压 力 和 一 些 无 机 物 ( 姑 沸石 . 蒙 赔 石 等 ) 的 催化 下 ,可 合成 多 肽 和 堵 核 芽 酿 等 大 分 于 有 机 
物 。 当 这 些 分 子 链 增长 到 一 定数 值 时 , 随 着 海水 旋转 被 “ 接 " 成 了 螺旋 结构 ,后 者 随 旋 涡 运 动 
可 相互 作用 成 更 大 的 颗粒 。 这 些 显 粒 通过 吸附 作用 ,集聚 其 他 必需 物质 (好 脂 质 ) , 便 可 逐步 
形成 原始 生命 了 。 

《2) 蛋 白质 都 是 由 工 -氨基 酸 构 成 ,是 和 否 可 这 样 解 释 

假定 在 原始 海洋 中 忆 /万 氨基 柄 形成 和 多肽 的 机 会 均等 ,这 样 ,海水 中 既 有 姜 氨 基 酸 多肽 ， 
也 有 DD- 氨 基 琶 多 有 对 ,还 有 D/L- 氮 基 酸 混 合 多 肽 (如 现 知道 ,细胞 壁 中 的 胞 壁 质 就 会 有 IL-Ala、 
D-Glu,L-lys 和 DD-Ala 组 成 的 短 肽 ) 。 但 由 于 结构 的 善 异 ,抑或 说 分 子 内 能 高 低 不 等 , 广 氨 基 
КНК 卫 / 人 -过 氨基 酸 混合 多 肽 的 分 子 脆性 大 ,在 “楼 成 ? 强 旋 状 结构 的 过 程 中 易 断 裂 .分 
侯 , 这 样 ,在 自然 力 的 作用 下 ,DD- 蛮 氨基 酸 参 与 的 多 歇 就 难于 保留 下 来 。 因 此 ,在 蛋白 质 分 子 
中 就 找 不 到 号- 握 基 葡 了 ,; 它 只 能 以 小 及 或 游离 多 及 存在 。 

《3) 右 手 螺旋 与 左手 螺旋 的 存在 必须 遵守 立体 化 学 原则 

由 于 多 上 肘 链 中 的 得 基 酸 均 为 上- 型 ,在 左手 -螺旋 中 侧 链 产 碘 原 于 接近 凑 基 气 原 于 ,能 基 
较 高 ,使 分 子 不 稳定 ,而 在 右手 螺旋 中 该 链 自由 度 较 大 ,能 量 较 低 。. 因 此 ,生命 中 的 螺旋 结构 ， 
在 天 然 状 态 一 般 以 右手 螺旋 存在 ,但 亦 有 例外 。 根 据 主 链 骨 架 旋转 方向 的 不 同 , 拒 于 螺旋 分 
成 左手 ee- 螺旋 和 右手 «螺旋 。 如 时 仪 看 主 链 骨 架 的 空间 排 布 ,左旋 与 右 旋 只 是 镜像 关系 , 似 
平 这 种 差别 没有 什么 重要 音义 ,但 是 如 果 考 虑 到 a- 碳 原子 的 工 构 狸 时 ,就 不 同 了 。 不 论 是 无 
旋 还 是 右 旋 ,它们 都 是 由 瑟 氮 基 酸 减 基 组 成 的 。 在 左旋 中 ,B- 碳 原子 过 分 接近 主 链 骨 架 的 内 
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基 氧 原子 ,以 至 于 构象 不 舒展 ,能 量 较 高 。 而 右 旋 设 有 这 种 缺点 , 它 完 全 符合 立体 化 学 原则 ， 
因此 , 右 旋 最 易 形 成 ,最 稳定 ,存在 于 绝 大 多 数 重 白 奈 分 子 之 中 。 到 目前 为 止 , 仅 哺 热 菌 蛋白 
酶 发 更 一 全 左旋 。 

НЕР АНЕ ЕЈ ИНЕК ГІЗ ЕН ЛОН ,理应 有 右手 和 左 
手 两 种 螺旋 体 产生 ПЛ АА, Ë Ж ІН КЕ DNA 链 等 生物 大 分 子 物 质 确 实 
有 去 、 右 两 种 形式 的 螺旋 存在 ,只 是 在 数量 上 有 多 有 少 爱 了 。 

生命 中 的 螺旋 现象 是 自然 力作 用 的 结果 .。 它 遵守 一 条 分 子 经 济 原则 ,这 就 是 分 子 内 能 低 
者 保留 ,高 者 则 被 淘汰 ， 


三 .有 - 片 导 结构 中 一 个 错误 的 延续 


《生命 的 化 学 ?1991 年 第 4 期 第 33 页 中 报道 ,Arthur S. Edison 指出 ,Linus Pauling 4 
的 《化 学 键 的 本 质 } 一 书 中 关于 六 片 层 结构 的 模型 有 错 许 ,无 论 是 平行 结构 还 是 反 平 行 结构 
都 有 错误 ,而 这 一 错误 竟 通 过 各 大 专 院 校 普遍 使 用 的 教科 书 得 以 延续 30 年 之 久 。 

关子 序 片 层 结构 的 两 个 模型 ,用 的 都 是 石 - 撩 基 酸 。Panuling 和 Corey 于 1951 年 最 早 提出 
BB- 片 是 结 构 的 设想 。 与 此 同时 ,他 们 和 Branson 还 设想 了 两 种 由 氢 键 构成 的 螺旋 结 攀 ,其 中 
之 一 就 是 众所周知 的 右手 a- 螺 族 。 他 们 运用 平面 肽 链 、 键 角 及 键 长 的 知识 构建 了 一 个 模型 ， 
在 此 基础 上 提出 了 上 而 的 儿 种 设想 , 在 发 表 的 文章 中 ,作者 们 讨论 的 都 是 工 -氨基 酸 。 在 模型 
中 虽然 用 的 是 我 们 更 在 已 知 的 国 - 氨 基 酸 ,但 作者 们 在 当时 声明 ,模型 中 尺 基 的 位 世 是 主观 
推测 的 。1951 年 ,这 方面 的 研究 工作 刚刚 开始 ,还 不 知道 氨基 酸 的 确切 构 型 ,作者 们 那 时 候 
所 出 的 这 些 假设 模 模 后 来 证 明 都 不 正确 ，。 

1955 年 ,Pauling、Corey 及 Marsh 发 表 了 一 篇 关于 丝 蛋 白质 结构 的 论文 ,正确 地 描绘 了 
二 -氨基 酸 的 反 平 行 的 2- 片 层 结 攀 。 

查阅 的 结果 表明 ;在 Pauling 及 其 合作 者 子 1951 年 .1955 年 发 表 的 文章 中 ,关于 片 屋 
结构 的 模型 并 没有 问题 .这 是 因为 ,在 1951 年 , 氮 菇 酸 的 确切 结构 尚 不 清楚 ;在 1955 年 ,文章 
中 的 模型 正确 反映 了 已 知 枚 型 的 忆 - 笋 基 酸 的 结构 。 错 就 错 在 Pauling 在 1960 年 出 版 化 学 键 
的 本 质 }》 第 三 版 时 , 却 引 用 了 1951 年 论文 中 的 模型 ,而 那个 模型 中 用 的 是 也 -氨基 酸 ， 

许多 关子 生物 化 学 .生物 物理 学 及 分 子 生 物 学 的 教科 书 都 引用 了 这 个 错误 模 名 ,其 中 包 
ЗЕ Watson 编写 的 4 基因 的 分 子 生 物 学 ;一 到 呵 版 。 尤 其 值得 怀 厂 的 是 ,如 果 这 一 错误 不 是 发 
生 在 进 界 著 名 药 化 学 家 的 著作 中 ,还 会 延续 30 28? 


四 、 美 感 在 科学 中 的 作用 


为 什么 生物 体 中 右手 她 旋 结构 居 密 ?如 DNA 双 妊 旋 结 构 . 蛋 白质 ae- 螺旋 结构 ,核糖 体 念 
珠 捉 模型 。 为 慎 么 人 使 用 右手 偏 多 ? 

厦大 生物 系 85 级 研究 生 汇 信 才 曾 写 过 # 科 学 美感 在 科学 研究 中 的 作用 》, 从 事 自然 科学 
工作 的 人 的 美感 与 艺术 界 有 所 不 同 ,他 们 是 发 自 内心 的 和 潜在 的 美感 创 进 者 。 

科学 美感 在 生物 学 研究 中 有 重要 意义 .生物 界 存在 着 真 和 美的 高 度 统一 性 ,所 以 生物 科 
学 研究 工作 者 具备 美学 ,艺术 素养 具有 特别 重要 的 意义 。 

人 体 本 身 就 是 一 种 精美 的 艺术 品 , 是 大 自然 高 度 进 化 , 择 美 的 结果 ,在 生物 科学 中 ,美感 
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处 处 可 见 ,(1)1947 年 美国 Olins 在 电镜 下 发 现 染色 质 成 颗粒 状 , 在 颗粒 之 间 有 细 头 连接 , 因 
此 提出 了 著名 的 染色 质 章 位 的 “念珠 模型 "*。(2) 观 察 电镜 夫 来 就 是 以 图 像 的 清晰 美观 为 准 
则 。(3) 生 物 间 的 联系 纷 党 多 样 , 平 衡 的 生态 系统 是 一 个 协调 ,多 桩 的 世界 。 人 们 追求 和 谐 、 
统一 多样 的 生态 系统 。(4) 生 物 界 还 有 内 在 无 比 的 对 称 性 和 统一 性 ,所 有 的 真 核 细 胞 都 是 以 
染色 体 为 跟 传 物 ,而 且 成 双 配 对 .它们 的 遗传 密码 相同 .信息 相同 构成 了 生物 界 的 统一 性 ,而 
DNA 复制 ,染色 体 配对 .DNA 螺旋 等 结构 ,说 明了 它们 的 守恒 和 对称 性 。 

科学 姜 在 于 发 现 隐 合 的 真理 以 及 真理 的 普遍 适用 性 ,在 于 发 现 自然 界 的 和 谐 和 简单 性 ， 
科学 美感 是 人 对 客观 存在 的 科学 美的 反映 。 科 学 美感 在 科学 研究 中 具有 重要 作用 :(1) 是 科 
学 工作 者 从 事 科 术 工 作 的 重要 心理 因素 ; (2) 作 为 科学 探索 的 准则 ;C3) 作 为 检验 科学 成 果 的 
一 项 标准 。 美感 是 科学 工作 者 进行 科学 研究 工作 的 一 项 重要 素质 ,是 灵感 和 直觉 的 源 隶 。 生 
命 有 机 体 是 大 自然 高 度 进 化 的 产物 ,集中 体现 了 大 自然 的 美 , 所 以 生物 科学 工作 者 的 美感 更 
具有 重 轨 意义 。 


五 .为 什么 大 多 数 个 自 质 分 子 总 是 采取 内 含 跳 水 核 引 包 亲 水 党 的 球状 或 柱 
Яке ЙЛ 

аА Иа ае 
fe Ik ВИСЕ «НВ ЛЕВЕ РН Э СРН, ЕЕ ВЫ ЕЕЕ 
作用 。 总 而 言 之 ,决定 蛋白 质 分 子 二 ,三 级 结构 的 因素 有 内 因 和 外 因 两 方面 。 内 因 指 由 一 级 
结构 所 决定 的 各 种 侧 链 之 间 的 各 种 相互 作用 。 侧 链 之 间 的 相互 作用 在 很 大 程度 上 决定 了 一 
条 多 肪 链 所 采取 的 二 .三 级 结构 。 

位 于 多 肽 链 各 部 分 的 许多 非 极 性 侧 链 ,为 了 吕 开 水 相 , 总 是 千方百计 地 王 集 在 一 起 ,从 
而 在 蛋白 质 分 子 内 部 形成 一 个 想 水 核 .由 于 非 极 性 侧 链 之 间 的 斑 水 作用 ,从 而 使 多 肽 链 盘 放 
折 冯 ,形成 一 个 紧密 的 球状 或 炸 球 状 的 三 级 结构 。 可 见 , 非 极 性 笛 链 间 的 下 水 作用 对 形成 和 
维持 水 洲 液 中 的 蛋白 质 的 三 级 结构 可 能 起 主要 作用 。 

带电 荷 的 侧 链 基 团 亲 水 性 很 强 ,主要 分 布 于 蛋白 质 分 子 表面 .如 果 带 正 电 荷 的 侧 链 基 团 
与 带 负电 祷 的 侧 链 基 团 在 分 子 表面 相 过 ,二 者 便 发 生 静 电 吸 引 , 从 面 使 多 黑 链 形成 紧密 的 构 
Ф. 如 果 将 溢 液 pH 调节 到 蛋白 质 的 pI 的 职 性 或 磊 性 一 边 , 则 蛋白 质 分 于 的 净 电荷 增加 ;在 
酸性 溶液 中 ,蛋白 质 的 一 COO- 基 团 的 负电 荷 被 中 和 ,结果 正 电荷 增加 ;在 磊 性 溶液 中 , 丰 性 
基 团 的 下 电荷 被 中 和 ,结果 负电 荷 增加 .由 于 蛋白 质 分 子 的 净 电 蓓 增加 而 产生 的 状 电 斥 力 是 
使 看 白质 构象 发 生 松散 的 主要 原因 ,因此 ,在 某 种 程度 上 , 荷 电 便 链 基 团 之 间 的 静电 引力 和 
斥 力 是 决定 蛋白 质 三 级 结构 的 另 一 因素 。 

在 某 些 蛋 出 质 中 ,两 条 肤 链 或 一 条 胸 链 的 不 同 部 位 ,其 侧 链 基 姥 含 一 SH ,可 以 先生 成 二 
硫 键 ,二 硫 负 对 维持 蛋白 质 的 三 级 结构 也 起 一 定 作用 。 

在 多 肘 链 主 链 骨架 上 , 猴 基 与 氨基 可 以 形成 气 刍 ,这些 氨 键 对 于 坟 螺 旋 、P- 折 司 和 及 转 
角 的 维持 起 了 重要 的 作用 。 没 有 氨 键 ,就 没有 二 级 结构 。 另 外 , 氨 键 对 维持 看 自 质 三 级 结构 
亦 起 一定 作用 。 

一 级 结构 决定 空间 结构 .一 级 结构 的 差异 导致 空间 结构 的 差异 ,导致 分 子 表面 上 基 团 种 
类 数目 及 其 准确 排 布 的 差异 ,从 而 导致 功能 的 差异 。 但 是 也 有 不 少 不 同 的 一 级 结构 (氨基酸 
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顺序 不 同 ) 产 生 基 本 相同 的 三 级 结构 ,例如 不 同 来 源 的 细胞 色素 C。 为 什么 不 同一 级 结构 却 
能 产生 基本 上 相同 的 三 级 结构 呢 ? 这 个 谜 现在 还 没有 揭 开 。 

在 我 们 考虑 蛋白 质 分 子 空 间 结构 的 时 候 , 千 万 不 查 忘 记 环 境 因 子 的 影响 .相同 的 蛋白 质 
分 子 , 由 于 配 体 的 束缚 ,溶液 pH 的 变化 或 者 金属 原子 (如 细胞 色素 C 中 的 Fe) 价 态 的 变化 ,可 
以 导致 其 三 级 结构 的 变化 。 因 此 ,蛋白质 分 子 显现 什么 样 的 三 级 结构 ,一 级 结构 固然 有 决定 
性 的 作用 ,但 是 环境 因子 也 有 较 大 影响 。 


六 .蛋白 质 的 立体 结构 是 怎样 形成 的 ? 


从 某 种 意义 上 讲 ,分子 生 物 学 的 研究 课题 可 以 归 为 三 大 问题 :一 .生命 信息 如 何 从 DNA 
分 子 的 核 苷 酸 一 维 序列 菠 向 蛋白 质 多 肽 链 的 氨基 酸 一 维 序 列 : 二 .有 一 定 氛 基 酸 序列 结构 的 
一 维 多 肘 链 如 何 折 生 成 蛋白 质 的 三 维 结构 ;三 、 有 一 定 独 特 三 维 结构 的 蛋白 质 如 和 何 发 挥 各 种 
各 样 的 生物 学 功能 .这 三 个 问题 中 目前 最 不 清楚 的 应 当 说 是 第 二 个 问题 , 即 蛋白 质 的 折 重 问 
题 . 这 个 问题 很 长 时 间 以 来 曾经 纯粹 是 分 子 生物 物理 学 中 的 一 个 理论 问题 。 ІНЕН 
质 工程 高 技术 的 兴起 , 它 已 日 益 变 成 一 个 理论 生物 学 家 难 踢 的 酸 果 , 同 时 也 成 为 使 实验 生物 
学 家 伤 脑筋 的 一 件 事 一 一 如 何 保证 设计 的 突变 体 多 肽 链 仍 然 得 以 折 琶 成 一 定 的 立体 结构 ? 

儿 十 年 来 “和 蛋 日 质 一 级 结构 决定 高 级 结构 ”的 说 法 是 分 子 生 物 学 界 广 为 接 受 的 命题 。 美 
国 科学 家 Antinson 在 20 世纪 60 年 代 关 于 核糖 核酸 酶 的 经 典 工作 令 人 信服 地 证 明 , 在 离 体 
条 件 下 ,一 条 一 级 结构 完整 但 三 维 结构 已 被 破坏 的 多 肘 链 ,在 一 定 条 件 下 可 以 自动 地 完全 恢 
复 其 共有 生物 活性 的 天 然 立体 结构 。 按 照 通 常 的 观念 ,人 们 由 此 在 相当 长 的 时 期 内 认为 , 蛋 
白质 的 三 维 结构 是 由 一 定 一 级 结构 的 多 肪 链 在 一 定 环境 条 件 下 自发 形成 的 能 量 最 低 态 结 
构 。 从 热力 学 角度 来 看 ,只 要 我 们 把 蛋白 质 与 其 周围 溶剂 合 在 一 起 看 做 是 一 个 体系 ,那么 上 
述说 法 似乎 应 该 是 对 的 ,但 再 仔细 推荐 一 下 ,问题 并 非 如 此 简单 .有 人 从 理论 上 估算 ,即便 一 
个 只 电 百 来 个 所 基 酸 组 成 的 肽 链 , 如 果 任 其 无 规 地 历尽 各 态 , 达 到 能 量 最 低 态 其 半 寿 期 将 至 
少 是 100 年 ,而 实际 上 一 秒 钟 内 折 友 过程 即 已 完成 。 这 表明 ,在 进化 过 程 中 选择 出 来 的 氨基 
酸 序 列 结构 包含 了 可 允许 肪 链 从 以 天 文 数字 计 的 大 量 可 能 构象 中 迅速 按 到 形成 具有 生物 活 
力 的 天 然 态 构象 的 途径 的 信息 。 换 名 话说 , 折 稚 过 程 是 一 个 动力 学 了 驱动 的 过 程 : 蛋 白质 的 天 
然 构 象 不 一 定 是 能 量 最 低 态 , 它 往 往 只 是 一 个 亚 稳 态 , 是 一 个 动力 学 上 很 容 帮 达到 的 亚 舟 
态 。 与 此 相应 ,折叠 的 途径 也 不 应 该 是 惟一 的 ,而 是 多 途径 的 。 如 果 基 个 氨基 酸 发 生 了 突变 ， 
即便 堵塞 了 相应 的 折 登 途径 ,也 不 至 于 妨碍 肽 链 按 另外 的 途径 折 和 登 成 天 然 构象 .这 是 很 合理 
的 假设 ,试想 ,如 果 折 过 途径 是 惟一 的 ,任何 突变 都 随时 有 可 能 阻 断 多 肘 链 的 折 委 ,那么 生命 
怎么 还 可 能 起 源 和 进化 呢 ? 已 经 有 很 多 例子 证 明 , 不 仅 遗 传 学 上 司 源 的 ,来 自 不 同 种 属 的 同 
一 种 蛋白 质 有 相同 的 三 维 折 盐 ,有 些 进 化 上 不 相关 .一 级 结构 并 无 相似 性 的 蛋白质 仍 可 有 相 
仆 的 立体 结构 。 事 实 上 ,不 仅 天 然 突 变 体 大 量 存 在 ,近年 来 蛋白 质 工程 实验 和 已 有 的 实际 经 
验 也 表明 ,只 要 设计 合理 ,在 多 数 情况 下 ,人 工 突变 体 可 以 折 妆 成 与 野生 型 基本 相同 的 三 维 
ян. 显然 , 当 我 们 说 ,蛋白 质 立 体 结构 是 一 个 亚 稳 态 , 它 当然 是 一 个 相当 稳定 的 亚 称 态 。 不 
过 ,机 体 也 并 不 要 求 一 个 乙 白 质 绝对 的 稳定 ,相反 ,和 绰 白 质 分 子 处 于 经 常 的 新 陈 代谢 中 正 是 
活 细胞 的 基本 要 求 ,而 亚 稳 态 是 完全 合适 的 选择 。 

上 述 关于 蛋白 质 折 全 的 假设 是 与 现 有 蛋白 质 立 体 结构 的 知识 相 吻 合 的 。 用 X 射线 晶体 
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学 方法 目前 已 测定 了 近 300 个 蛋 日 质 的 立体 结构 ,这 300 个 已 代表 了 生命 体系 中 各 式 蛋 白质 
分 子 的 许 密 类 型 ,一 个 惊人 的 事实 是 ,所 有 蛋白 质 都 可 以 看 做 是 击 为 数 育 限 的 结构 单元 以 有 
限 的 方式 组 装 而 成 的 ,we- 赂 施 、8- 折 看 层 这 些 众 所 周知 的 二 级 结构 单位 普 裔 存在 于 不 同和 蛋白 
质 中 ;近年 来 人 们 更 进一步 发 现 , 二 级 结 宰 片段 之 间 的 过 楼 肪 段 ,那些 原先 被 称 作 是 “无 规则 
卷曲 ”的 肪 段 的 结构 也 只 有 有 限 的 几 种 可 能 性 。 有 人 在 计算 机 图 像 显 示 仪 上 用 за 个 精确 测 
定 的 蛋白 质 结 构建 了 一 个 数据 库 , 这 34 个 蛋白 质 的 5 271 个 氨基 酸 残 基 所 采取 的 立体 结构 
已 包括 了 任何 蛋白 质 立 体 铺 构 所 可 能 取 的 结构 单元 。 换 名 话说 ,任何 - -个 蛋白 质 的 立体 结构 
都 可 以 分 解 为 有 限 的 几 个 结构 片段 (无 非 是 汪 螺 旋 .6- 折 登 . 不 同 的 “无 规 ? 肽 段 等 ), 每 个 片 
段 的 结构 都 可 在 数据 库 中 找到 基本 相同 的 肪 眉 结 构 .再 进一步 ,这 些 结构 单元 的 组 装 方式 也 
是 有 规律 的 ,它们 按 一 定 的 晨 坎 由 二 级 结构 形成 超 一 级 结构 (二 级 结构 的 组 合 ) ,再 形成 绑 构 
域 ( 蛋 日 质 结 构 内 相对 独立 的 三 维 实体 ), 疗 后 形成 三 级 结构 和 聚集 成 四 弘 结 构 。 组 装 过 程 大 
体 上 号 在 拨 基 琶 序 列 中 相 邻 的 片段 折合 在 一 起 。 组 效 的 方式 也 是 有 限 的 ,比如 , 几 以 NAD 
《 烟 酰 胺 腑 嗓 叭 二 核 哲 酸 ) 为 转 基 的 不 同 蛋 白质 ,其 结合 NAD ИЯ АНТ ОЗ 
相同 的 。 

现在 我 们 来 看 着 折 全 过 程 到 底 是 怎么 完成 的 。 目 前 比较 流行 的 看 法 是 ,一 条 肘 链 在 介质 
中 先 在 局 部 地 区 通过 短程 相互 作用 (主要 车 在 主 链 之 间 形 成 氨 键 ) 形 成 一 些 二 组 结构 区 , 它 
们 可 以 是 在 最 后 生成 的 蛋 折 质 结 构 中 保留 下 来 的 ,也 可 以 是 最 后 并 不 被 保留 的 。 它 们 的 形成 
并 不 涉及 很 多 能 基 , 所 以 是 不 太 稳 定 的 .类似 于 一 种 涨 落 过 程 ,它们 不 断 地 形成 ,又 不 断 地 消 
失 , 半 喜 期 在 微 秒 数量 级 , 大 体 上 相 邻 的 那些 二 级 结构 片段 可 以 通过 磁 擅 发 生 相 互 作用 。 一 
上 且 某 种 相互 作用 具有 立体 化 学 特异 性 ,而 且 使 过 接 了 其 段 处 于 有 利 的 构象 态 , 它 会 有 较 商 的 稳 
定性 。 这 种 相互 作用 就 起 到 了 选 择 作用 ,使 怡 当 的 二 纵 结 构 被 相对 固定 下 来 , 在 这 里 往往 伴 
随 焉 水 性 侧 链 基 邯 避 开水 相互 相聚 拢 这 样 一 个 热力 学 趋向 ,也 就 是 玻 水 效应 有 是 主要 动力 这 
时 我 们 可 以 称 之 为 “成 核 * 过 程 。 在 这 个 基础 上 ,结构 域 的 雏形 悍 慢 形成 ,此 后 ,结构 域 进一步 
会 聚 ,再 经 过 一 段 时 间 的 仔细 调整 ,直至 形成 天 然 结构 。 根 据 * 扩 散 一 一 磁 担 ”模型 所 做 的 个 
3 ,如 果 局 部 地 区 这 种 类似 天 然 结 构 的 微 区 的 寿命 足够 长 ,长 过 相 邻 片段 道 过 扩 茹 发 生 的 磁 
擅 所 需要 的 时 间 , 又 如 果 磁 撞 结 果 产 生 的 结构 的 寿命 更 长 了 ,那么 一 条 100 一 200 个 氢 基 酸 
残 基 组 成 的 肽 链 可 以 在 一 秒 钟 左右 时 间 内 折 释 成形。 所 以 上 述 关 于 蛋白 质 折 玖 的 看 法 是 合 
理 的 ,也 与 蛋白 质 结构 的 规律 一 致 。 当 然 , 这 只 是 一 个 笼统 的 理论 。 我 们 仍然 无 法 预测 一 定 
的 一 级 结构 将 折 稚 成 什么 样 的 三 维 结构 .正如 开头 所 述 , 折 蕉 问题 的 解决 还 有 待 于 理论 和 实 
验 工 作者 大 量 艰 苦 的 努力 。 在 这 里 特别 要 提 一 下 蛋白 质 工程 的 兴起 给 了 我 们 一 个 极其 有 力 
的 手段 ,使 我 们 可 以 仔细 考察 不 同 氮 基 酸 人 工 突变 对 折 和 登 过 程 的 影 啊 。 我 们 相信 ,总 有 一 无 ， 
人 类 将 掌握 这 个 “一 级 结构 决定 高 级 结构 ”的 规律 ,从 而 真正 实现 人 工 设计 具有 新 的 结构 和 
性 能 的 蛋白 质 的 理想 。 

迄今 为 止 , 人 们 未 发 现 有 催化 折 盖 过 程 的 酶 ,但 现在 却 有 迹 咎 表明 ,存在 一 种 能 使 蛋白 
质 去 折 五 的 酶 。 这 种 酶 可 能 有 助 于 使 那些 在 折 和 登 过 程 中 出 了 差错 的 多 肽 链 伸展 开 ,重新 折 
登 ,直至 形成 正确 的 三 维 构象 。 
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ЖАНА ЕЕ F BJ К, E PE E jas rB АЖЕН У (H = 2 iñ 3 22 3) E 
物化 学 家 的 普遍 重视 。 

热力 学 第 三 定律 指出 :对 一 系统 和 坏 境 来 说 ,它们 总 的 丧 信 和 总 是 趋向 于 增加 。 丧 ,简单 地 
说 , 它 是 无 序 的 一 种 度量 .无 序 即 率 乱 ,一 个 物质 系统 的 状态 越 紊 乱 其 丧 值 您 高 ,这 一 系统 的 
自 田 能 就 愈 低 ,这 一 系统 本 身 也 例 稳 定 。 世 界 上 的 万 事 万 物 都 欧 向 豪 乱 , 即 无 序 和 痛 信 增加 ， 
而 要 使 一 个 系统 变 得 有 序 , 即 炳 值 降低 , 则 必须 对 这 一 系统 做 功 , 即 提供 能 晤 。 

下 面 , 让 我 们 来 看 着 生物 学 中 的 几 个 例子 ,理解 炳 在 生物 学 中 的 重要 意义 。 我 们 的 身体 
是 一 具有 高 度 组 织 性 ( 妈 有 序 性 ?的 开放 系统 ,事实 上 , 生 与 死 不 过 是 身体 的 有 序 和 无 序 两 种 
状态 而 已 .在 活 着 的 机 栖 中 ,各 种 分 子 以 适当 的 方式 发 生 关 联 , 精 确 地 组 成 各 条 代谢 通路 ,而 
在 死亡 的 机 体 中 所 有 分 和子 是 比较 无 序 的 。 那 么 ,我 们 的 机 体 是 如 何 维持 其 高 度 的 组 织 性 ( 低 
丧 值 ,我 们 是 如 何 得 以 生存 的 呢 ? 机 体 通过 不 断 增 加 周围 环境 的 丧 来 维持 我 们 机 体 的 低 精 。 
例如 ,一 个 人 吃 进 一 含 1000 个 葡萄 糖 单位 的 淀粉 大 分 子 , 这 一 大 分 子 在 体内 完全 水 解 可 和 后 
成 1 000 个 葡 某 糖 小 分 子 , 这 1 000 个 葡萄 小 分 子 完 全 氧化 会 产生 6 000 个 CO; 分 子 和 6 000 个 
но 分 子 排 钙 体外 。 摘 名 话 说 ,机 体 从 环境 中 撤 取 一 个 大 分 子 淀粉 ,制造 出 12 000 个 小 分 子 
还 给 环境 ,这 样 , 环 境 的 箭 便 增加 了 .机体 从 这 一 过 程 中 得 到 能 量 维 持 本 身 的 有 序 性 5 低 丧 ) 。 
整个 过 程 是 符合 热力 学 第 三 定律 的 。 这 种 过 程 能 各 循环 多 入 ,机 体 便 能 存活 多 入, 它 一 旦 停 
上 ,死亡 也 就 来 临 ,这 时 机 体 处 于 其 精 值 最 高 的 状态 。 

蛋白 质 分 子 的 折 亚 现象 也 是 说 明 丧 的 福 念 在 生物 学 中 有 重要 意义 的 一 个 例子 。 员 锥 引 
白质 分 子 发 生 卷曲 折 亚 的 确切 机 制 尚 是 一 个 迹 , 但 据 认 为 丧 是 决定 蛋白 质 分 子 立 悼 构象 的 
主要 因素 之 一 .在 伸展 的 蛋白 质 分 子 中 ,水 分 子 ( 深 液 环境 ) 有 规律 地 排 布 在 硫 水 氨基 酸 侧 链 
的 周 轩 ,这 导致 水 的 丧 信 降低。 为 避免 环境 的 丧 值 降低 ,蛋白 质 分 子 着 曲折 县 ,将 斑 水 性 倒 链 
埋 在 其 分 子 结 构 之 中 。 在 从 伸展 到 折 兰 的 过 程 中 ,蛋白 质 分 子 自 身 的 摘 值 降低 , 却 分 子 的 立 
体 结 构 更 有 规律 (有 序 ) ,市 原来 排 布 于 璇 水 基 田 周转 的 水 分 子 现 在 散布 于 溶液 之 中 ,因而 环 
境 的 壕 值 便 增加 了 ,一 个 分 子 的 有 序 使 许多 个 分 于 变 得 无 序 , 这 样 的 过 程 使 得 系统 与 环境 的 
总 业 升 高 许 才 , 子 是 蛋白 质 分 子 的 折 秋 结构 比 伟 形 结构 优越 .用 并 的 概念 可 以 对 许多 生命 现 
象 进行 一 些 解释 。 例 如 肿瘤 组 织 和 正常 组 织 相 比 ВТЕР НЧА ЛА Е.А ЕЙ 25 
控制 ,恶性 生长 和 分 化 ,其 正常 的 生物 学 功能 降低 或 丧失 ,着 控 制 其 恶性 生长 和 分 化 ,降低 其 
炉 值 ,正常 的 功能 便 可 恢复 ,肿瘤 即 被 渗 愈 。 若 肿瘤 恶性 发 展 至 其 炉 值 最 高 状态 ,对 子 和 肿瘤 组 
织 来 说 ,死亡 也 就 来 将 ， 

以 上 几 例 说 明 炳 在 生物 学 中 的 重要 意义 ,相信 和 随 着 科学 的 发 展 , 越 来 越 多 的 生物 学 工作 
ЖЕНА АЯ ЕЖ. 
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生物 体 的 基本 特征 之 一 是 不 断 进行 着 新 陈 代谢 ШЛЕКИМЕНАЛЖОАЖ. ЖЕН 
的 化 学 反应 组 成 的 。 这 些 反 应 的 一 个 基本 的 特点 是 它们 必须 在 一 个 极 温 和 的 条 件 下 (体温 
37 ,接近 中 性 PH) 进行 .如果 将 这 些 反 应 与 在 实验 室 中 进行 的 同 种 反 诬 做 比较 ,就 会 发 现 
有 些 反 应 在 实验 室 中 进行 需要 高 温 .高 压 .强酸 、 强 碱 或 其 他 的 剧 到 条 件 。 生 化 反应 之 所 以 能 
在 体内 如 此 湛 利 地 进行 ,主要 原因 是 由 于 生物 体内 含有 一 类 特殊 的 侧 化 剂 一 一 酶 。 

现代 酶 学 的 开端 一 艇 认为 始 于 Payen 和 Persoz 对 淀粉 狂 化 酶 Cdiastase) 的 研究 .。 第 一 个 
酶 的 结晶 是 由 Sumner 于 1926 ИЕЛЕ. 直至 20 世纪 30 年 代 才 过 步 形成 了 酶 是 一 
种 特殊 蛋白 质 的 理论 。 

随 着 酶 学 研究 的 发 展 ,在 20 世 纪 中 年 代 发 现 了 RNA , 它 也 可 和 作为 生物 催化 剂 。 在 这 以 
前 人 们 曾 发 现 RAN 与 蛋白 质 的 复合 物 具 有 人 恨 化 活性 ,但 是 由 于 爱 传 统 观 念 的 约 东 ,这 一 发 
现 未 能 引起 人 们 是 各 的 重视 .1981 年 美国 克 罗 拉 多大 学 的 Cech 研究 组 发 现 了 rRNA 的 目 我 
ЕРМЕН. УРМА 催化 能 力 的 深入 研究 ,RNA 存在 催化 作用 已 不 容 置 疑 , 值得 注意 的 
是 ,RNA 催化 剂 与 和 蛋白质 催化 剂 员 然 在 化 学 本 质 上 有 所 不 同 ,但 两 者 具有 相似 的 催化 机 制 。 
有 趣 的 是 ,到 目前 为 止 提 到 的 RNA 催化 剂 (无 论 是 天 然 的 或 是 人 工 合成 ?的 底 物 基本 都 是 
RNA ,但 最 近 见 到 有 关 RNA 单独 具有 分 支 酶 的 活性 的 报道 。 也 就 是 说 只 有 少数 RNA 酶 的 
底 物 不 是 RNA。 这 不 仅 证 实 RNA 催化 剂 的 普遍 存在 ,同时 为 RNA 健 化 剂 与 底 物 相互 作用 
的 机 制 研 究 提出 了 新 的 课题 。 

鉴于 已 知 RNA 催化 剂 功能 的 单调 性 BI RNA 一 般 只 催化 RNA ,能 否 这 样 推测 :RNA 
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分 子 可 能 先 于 DNA 分 子 和 量 白 质 分 子 出 现 ЕЛМЕНЕН ЕЗІП НӘ ИНЕЛІ CRNA 
也 是 址 传 物 乔 ,如 其 些 病 毒 中 只 有 RNA 与 查 日 质 成 分 )。 随 着 生物 的 进化 ,遗传 信息 从 不 舰 
稳定 的 RNA 分 子 转交 到 相对 稳定 的 DNA 分 子 , 问 时 RNA 分 于 亦 将 催化 功能 转交 给 丰富 多 
彩 、. 分 工 明确 的 蛋白 质 分 子 , 而 其 自身 则 演化 成 为 信息 传递 的 中 介 者 以 及 辅酶 分 子 。 这 样 演 
化 的 景 终 络 果 是 一 一 时 白质 催化 剂 普 遍 文 量 存在 ,而 RNA 催化 剂 只 是 少数 , 且 仅 作为 一 种 
本 应 被 渔 儿 却 残存 的 功能 分 子 (分 放 化 石 ) 而 存在 

RNA 催化 章 的 发 现 ,使 得 人 们 开始 考虑 修改 教科 书 上 已 有 的 酶 的 定义 。 一 种 方法 是 将 
“ 酶 是 重 百 质 ? 改 为 * 酶 是 具有 生物 催化 功能 的 生 者 大 分 子 ”, 这 是 一 种 一 劳 永 逸 的 做 法 ,可 包 
括 未 来 可 能 发 现 的 一 切 生 物 催 化 剂 大 分 子 ; 另 一 种 方法 则 基 保 持原 有 的 酶 定义 不 变 ,而 把 
RNA 催化 齐 称 做 Ribozym С ЖЕЛЕ). Елгуте С) С 5]. 


二 、. 酶 的 特点 


酶 作为 生物 催化 剂 , 它 上 其 有 催化 剂 的 一 般 特 征 ,也 其 有 生物 特性 ， 

作为 “催化 剂 "就 是 只 需要 微量 存在 ,可 以 重复 发 挥 作 用 ,本 身 不 被 反应 消耗 ,同时 只 能 
催化 热力 学 上 可 自发 进行 的 化 学 反应 ,减少 从 芭 应 开始 到 达 平 衡 所 用 的 时 间 , 而 无 法 改变 体 
系 的 最 终 平衡 点 ,当然 更 无 法 催化 热力 学 上 不 能 进行 的 反应 。 

作为 “生物 ”特性 , 它 的 来 源 程 化 学 本 质 与 一 般 催 化 剂 不 同 : 酶 来 产子 生物 细胞 的 合成 ， 
其 化 学 本 质 是 蛋白 质 或 RNA ,在 生物 体内 不 渐 更 新 ;而 一 般 健 化 剂 是 人 人 工 合成 的 无 机 物 或 
有 机 物 。 酶 的 催化 效率 远 比 一 般 催 化 剂 高 ， 酶 俱 化 反应 的 反应 速度 约 为 一 般 催 化 剂 参与 反 
应 的 反应 速度 的 10 一 105 倍 。 例 如 ,有 的 酶 分 子 每 秒 钟 可 催化 的 底 物 (在 酶 促 反 应 中 ,与 酶 
作用 的 反应 牧 ) 有 几 十 万 ,甚至 几 百 万 个 。 酶 还 具有 高 度 的 俱 化 特异 性 ,一 种 酶 只 能 催化 种 类 
很 少 的 底 物 发 生 某 个 反应 ,甚至 只 能 催化 一 种 启 物 ,在 酶 学 研究 中 对 其 专 一 性 做 了 如 下 的 分 
类 ， 

《1) 光 学 专 一 性 (optical specificity) : 它 是 指 一 种 酶 只 能 催化 一 对 镜像 异 构 体 中 的 一 个 ， 

而 对 另 一 种 异 构 体 不 起 作用 。 如 工 - 精 氨 酸 在 专 一 性 酶 的 作用 二 分解 生 成 了 尿素 和 工 - 鸟 氮 
酸 。 在 这 个 及 应 中 ,底下 的 站 学 异 构 体 万- 精 氨 酸 是 不 会 被 酶 催化 而 发 生 反 诬 的 。 

(2) 几何 专 一 性 (geometrical specificity): 对 于 含有 顺 、 反 式 结构 的 物质 ,本 只 作用 于 其 
中 的 一 种 。 

以 上 两 种 的 专 一 性 因 和 与 底 物 的 立体 化 学 关系 密切 ,所 以 又 统称 为 立体 化 学 专 一 性 。 

《3) 键 的 专 一 性 (bond specificity): 酶 只 对 其 类 的 化 学 键 起 作用 ,如 酯 酶 只 能 水 解 酯 键 。 

《4) 基 团 专 一 性 (group specificity); 具 有 这 种 专 一 性 的 酶 ,不 但 对 底 物 的 化 学 键 共 有 专 
一 性 ,而 且 对 键 一 全 的 基 团 也 有 专 一 性 的 要 求 。 这 种 专 一 性 有 时 叉 称 为 相对 专 一 性 (relative 
specificity), 

C5) 绝对 专 一 性 (absolute specificity) ЖЕНЕЖЛБАЯНИ 423 SE: ЕЕЕ ОЈ ЗЕ РД 
都 必须 严格 符合 酶 的 要 求 , 否 则 酶 无 法 起 到 催化 作用 。 例 如 脲酶 具有 绝对 专 一 性 ,此 酶 对 其 
他 任何 尿素 衍生 物 都 不 具有 俱 化 作用 。 

后 三 种 的 专 一 性 因 不 涉及 立体 化 学 的 因素 ,可 统称 为 非 立 体 化 学 专 一 性 ， 

酶 的 生物 特性 还 体现 在 所 作用 的 环境 条 件 较 一 般 催 化 剂 严 格 , 如 温度 ,、 底 物 、 离 子 强 上 度 、 
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产物 浓度 .介质 及 紫外 线 等 大 部 分 能 够 影响 蛋白 质 性 质 的 条 件 都 可 能 导致 酶 的 变 狂 ,从 而 使 
了 酶 丧失 仅 化 活性 。 

酶 的 调节 功能 也 是 其 生物 特性 的 一 个 体现 。 组 成 代谢 的 生化 反应 大 多 数 是 在 酶 的 催化 
下 进行 的 。 由 于 酶 具有 如 此 特殊 的 催化 功能 ,而 其 催化 活性 又 极 易 受到 环境 条 件 的 影响 , 因 
催生 物体 就 可 以 从 冤 方 面 对 酶 进行 调节 .控制 ,使 机 体 中 的 极其 复杂 的 代谢 有 条 不 紊 地 进 
行 。 

酶 不 仅 是 生物 进行 代谢 过 程 的 工具 ,而 且 由 于 酶 是 生物 自身 产生 的 特殊 的 蛋白 质 , 所 以 
还 可 以 通过 改变 酶 的 活性 以 控制 和 调节 代谢 过 程 的 强度 ,使 代谢 过 程 得 以 与 周围 环境 相 苏 
调 。 例 如 :在 温带 生活 的 人 类 , 因 以 粮 类 为 主食 ,造成 体内 参与 糖 类 代谢 过 程 的 酶 的 活性 较 
强 ;而 生活 在 寒带 的 爱斯基摩 人 ,由 于 每 天 随 动 物 食 品 面 报 入 大 量 的 脂肪 ,使 得 体内 有 关 脂 
肪 代谢 的 酶 活性 比较 强 ,也 不 易 产 生硬 症 。 由 此 可 以 看 出 ,通过 酶 的 调节 可 以 实现 代谢 过 程 
与 坏 境 的 适应 。 


三 、 酶 的 命名 和 分 类 


1. 酶 的 命名 

早期 的 研究 中 , 酶 的 命 溃 是 由 发 现 者 块 定 的 ,所 以 常常 由 二 命名 的 随意 性 导致 无 法 体现 
酶 的 来 源 或 是 功能 。 现 在 对 酶 的 习惯 命名 主要 是 根据 以 干 的 原则 ， 

《1 根据 酶 所 作用 的 底 物 命名 ,在 酶 的 弃 物 和 名称 后 加 “ 酶 :淀粉 酶 .有 蛋白酶。 

《2 根据 催化 反应 的 类 型 命名 :水解 酸 、 脱 氢 酶 、 续 包 酶 。 

《3) 框 据 酶 的 来 源 命名 : 尿 微 酶 。 

当然 还 有 将 两 个 原则 结合 起 来 的 命名 方法 ,如 乳 鞭 脱 揽 酶 、 胃 蛋白酶 。 

在 酶 的 命名 中 还 有 一 种 系统 命名 法 ,采用 “ 底 物 十 反应 类 型 十 酶 ”的 形式 ,如 : 

МАР = СЗ) -МАРН--Н? 

ЖИЕ. МАПО Я ВЕ" 

Эу ЕЕЕ” 

可 以 看 出 系统 命名 中 对 两 底 物 的 酶 ,要 求 将 两 底 物 都 写 出 并 在 中 间 加 *:”, 而 习惯 命名 
则 力求 简化 ， 

2. 酶 的 分 类 

国际 酶 学 委员 会 Enzyme Commission ,E.C) 根 据 酶 所 俱 化 的 化 学 反应 将 醇 划 分 为 六 
大 类 ,并 再 细 分 为 亚 类 .组 .流水 号 。 

(1) 和 氧化 还 原 酶 : 指 健 化 氧化 还 原 反 应 的 酶 。 这 类 酶 还 可 以 组 分 为 陪衬 酶 ,氧化 酶 ,加 氧 
酶 .还 原 酶 .过 氧化 物 酶 .羟基 酶 等 。 

《2 转移 酶 ;这 类 酶 参与 了 将 一 个 官能 团 从 一 个 分 子 向 另 一 个 分 子 转移 的 过 程 。 被 转移 
的 官能 团 常 有 :氨基 , 凑 基 , 阁 基 , 申 基 , 兢 酰 基 和 酰基 等 ,在 这 类 酶 的 前 面 吉 上 “ 转 ” 宇 作为 标 
ІЛ, Ер Н АЕРА, 

СЗУ. СВЕ ЕНЕВ ИОК ЕБЕ ВУ. ЖЕННЕҘ. Е-Е. PK Es 92%) 
ШЕНІ, 

(4). ЕЕЕ T t Н.О. СО, МН. 等 小 分 子 转 移 走 形成 双 键 的 反应 或 将 小 
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分 子 加 到 双 键 上 的 赣 反 应 ,有 胶着 梅 . 水 化 酶 .脱水 酶 . 脱 氨 酶 .合成 酶 .人 醛 缩 酶 等 。 

(5) 导 构 酶 :这 类 酶 的 主要 作用 是 催化 同 分 蜡 构 体 的 相互 转化 , 即 分 子 内 的 重 排 , 差 向 异 
构 本 催化 手 性 磋 原 子 的 异 构 化 , 变 位 酶 催化 分 子 内 官能 团 的 转移 。 

(ОНЕР ЖЕНЕ. 

以 胰 蛋 白 酶 为 例 , 它 的 分 类 号 为 (FE, C，3.4.4.4), 第 一 个 数字 "3" 表 示 该 酶 为 六 大 类 的 
第 三 类 一 一 “水 解 酶 类 ”; 第 二 个 数字 "4” 表 示 该 酶 的 亚 类 , 走 示 酶 的 水 解 的 键 的 类 型 一 一 “及 
键 ”; 第 三 个 数字 “4” 岩 示 该 酶 的 组 , 即 亚 亚 类 ;第 四 个 数字 “4" 则 表示 该 酶 的 具体 的 流水 号 ， 
可 以 看 出 , 酶 这 样 的 分 类 可 以 很 明确 地 了 解 到 醚 的 反应 性 质 .反应 物 ( 底 物 的 性 质 ) 及 键 的 类 
型 。 

酶 的 国际 分 类 系统 见 表 4-1。 

除 以 上 讨论 的 分 类 方法 ,还 有 一 些 根据 具体 特征 将 酶 进行 分 类 的 方法 ,如 根据 酶 重 各 的 
分 子 特 征 来 分 类 就 可 以 分 为 : 

СОҢЫ Ж (monemeric enzyme) 

它 由 一 条 铬 肽 链 组 成 ,分 子 量 在 13 000—35 000 内 的 均 属 球状 蛋白 。 

(PE ЕЕ (oligomeric enzyme) 

ЕЛ ЛБУ ИТЕН Л, ЧЕ Вр ДАН ЕЈ АЈ КӘР +B a] 1 ЧАЈ К 
链 , 有 四 级 结构 。 

ФЕН Pr IK Gnultienzyme complex) 

又 可 称 做 酶 积 体 ,是 由 活性 不 同 但 活性 上 有 联系 的 多 种 酶 通过 非 共 价 键 所 结合 成 的 复 
合体 。 它 具有 高 度 的 组 织 化 结 柠 和 催化 作用 上 的 优点 ,好 一 个 酶 发 生 催化 作用 后 的 产物 就 立 
刻 成 了 另 一 个 酶 的 底 物 ,使 代谢 反应 不 断 进 行 下 去 ,没有 代谢 中 间 产 物 释放 到 周 国 的 “代谢 
池 ” 中 ,这 样 就 在 一 定 程度 上 增加 了 反应 物 的 浓度 ,也 所 高 了 反应 的 连 度 ,并 防止 了 分 解 与 全 
成 过 程 发 生 干 扰 。 

另 在 文献 中 上 还 常常 出 现 的 一 些 名 称 , 以 下 懒 简要 介绍 。 

别 构 酶 (allosteric enzyme) :这 种 酶 除了 有 活性 中 心 主要 负责 对 底 物 的 结合 .催化 外 ,还 
有 一 个 别 构 中 心 负责 与 调节 物 结合 ,诱导 出 酶 分 子 的 某 些 构象 ,使 酶 活性 部 位 对 底 物 的 绩 合 
与 催化 作用 受到 影响 ,从 而 产生 调节 作用 。 当 有 专 一 性 的 代谢 产物 出 现时 , 别 构 酶 就 能 在 几 
秘 钟 内 对 组 织 或 细胞 的 代谢 变化 做 出 反应 ,这 种 酶 都 是 寄 聚 酶 , 即 省 有 两 个 或 两 个 以 上 的 亚 
基 。 其 分 子 最 比 单 体 酶 大 ,结构 更 复杂 ,提纯 困难 ,但 有 趣 的 是 这 种 酶 在 零 度 以 下 反而 不 稳 
定 , 在 室温 下 或 体温 下 稳定。 其 特征 主要 是 初速 度 与 底 物 深度 不 符合 米 氏 方程 , 见 图 4-1。 

在 别 构 酶 与 底 物 的 相互 作用 过 程 中 ,调节 物 或 称 效 应 物 与 酶 分 子 中 的 别 构 中心 结 合 后 
诱导 或 稳定 了 酶 的 某 种 构象 ,使 酶 活 福 中 心 对 底 物 的 结合 与 催化 作用 受到 影响 ,从 而 调 方 酶 
的 反应 速度 及 代谢 速度 ,此 效应 称 为 “ 别 构 将 应 ”。 别 构 效 应 根据 其 调节 物 的 不 同 可 以 分 为 : 

* 向 促 作 用 ”Chomaotropic effect}》 一 一 调节 物 就 是 底 物 分 子 。 

“ 异 促 作用 ”(heteotropic effect) 一 一 调节 物 不 是 底 物 分 子 。 

* 同 促 一 一 异 促 效应 ”是 婚 受 底 物 调节 ,又 受 其 他 代谢 产物 调节 的 别 构 效 应 。 

共 价 调节 酶 ,可 由 其 他 酶 对 其 结构 进行 共 价 修饰 而 使 其 在 活性 形式 与 非 活性 形式 之 但 
相互 转变 。 另 外 共 价 调节 酶 可 以 将 化 学 信号 极 大 地 放大 , 即 一 个 酶 分 子 可 以 在 一 定时 间 内 催 
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图 4-1 Г). АЕ V. 52 OB BE 


化 形成 几 千 个 分 子 产 物 。 

J] С. Gsoenzyme) : 指 能 催化 同一 种 化 学 反应 但 其 酶 蛋白 床 身 的 分 子 结构 组 成 有 所 不 
同 的 一 组 酶 。 目前 已 经 发 现 数 十 种 同 工 酶 . 在 同 工 醇 中 ,又 依据 其 是 否 由 基因 编码 决定 而 分 
为 ; 

六 原 级 同 工 酶 :由 在 染色 体 上 不 同位 点 的 基因 上 所 编码 或 不 同 个 体 的 等 位 基因 不 同 而 形 

成 的 酶 蛋白 。 

引 次 级 同 工 酶 : 酶 蛋 当 的 翻译 产物 经 过 不 同 的 修饰 而 具有 不 同 的 分 子 形 式 , 又 称 为 翻译 
后 同 工 酶 。 

同 工 酶 可 能 是 有 机 体 对 环境 变化 或 是 代谢 变化 的 一 种 调节 方式 ,甚至 可 能 是 生物 体 不 
断 进化 的 一 个 体现 。 当 一 种 同 工 酶 受到 皂 制 或 破坏 ,其 他 的 同 工 醇 仍 然 能 够 起 作用 ,从 而 保 
证 代谢 的 正常 进行 . 同 工 醇 分 析 法 在 农业 上 已 开始 用 于 优势 杂交 组 台 的 预测 ,而 在 放学 上 依 
据 病人 及 正常 人 的 和 辣 工 酶 电泳 图 谱 进 行 比较 有 助 于 袜 病 的 诊断 。 

结构 酶 (structural enzyme), ES Së B$ ( induce enzyme: 结 构 酶 , 指 细 臣 中 天 然 存 在 的 
酶 , 它 的 含 基 较 为 稳定 , 受 外 界 影响 很 小 。 诱 导 酶 , 指 当 绍 驳 培 养 流 中 加 入 诱导 物质 后 产生 的 
了 酶 , 它 的 含量 在 诱导 物 存 在 下 显著 提高 ,这 种 诱导 物 往往 是 该 酶 底 物 的 类 似 物 或 就 是 底 特 本 
身 。 诱 导 酶 常见 于 微生物 中 。 


四 、 酶 的 化 学 组 成 与 结构 


酶 的 化 学 本 质 是 蛋白 质 ( 除 少数 的 RNA 酶 ), 和 一 般 的 蛋白 质 一 样 , 酶 蛋白 的 组 成 也 是 
由 氨基 酸 以 脆 键 相连 接 形成 ,同样 具有 一 级 ,二 级 二 级、 四 级 结构 。 

对 了 于 醇 的 催化 功能 最 重要 的 就 是 酶 的 活性 中 心 (active center), 它 是 指 与 酶 活 为 的 显示 
有 关 的 区 域 。 它 是 由 酶 蛋白 中 氨基 酸 残 基 的 侧 链 或 驮 链 末 端的 氨基 和 羧基 依靠 酶 分 子 中 的 
二 级 和 三 级 结构 而 形成 的 ,通过 严 链 的 折 双 ,在 酶 分 子 的 家 而 形成 一 个 具有 特定 三 维 结 构 的 
区 域 。 为 了 体现 该 区 域 具 有 一 定 的 空间 体积 ,也 称 其 为 “ 活 福 部 位 ”Cactive site), 

L. 残 基 分 类 

对 于 肽 链 中 的 氨基 酸 的 残 基 及 侧 链 基 团 ,根据 其 在 酶 活力 呈现 中 的 作用 ,将 残 基 分 为 四 
ж, 
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《1) 接 触 残 基 (eontact residues) : 指 与 底 物 直接 接触 并 参与 底 物 的 转变 的 残 基 , 它 是 活 
性 中 心中 最 重要 的 组 成 部 分 ， 

2) 辅助 残 基 (auxiliary residues) :此 类 残 基 不 直接 与 底 物 接触 ,其 作用 是 促使 酶 与 底 物 
的 结合 并 辅 梧 接 触 残 基 发 挥 作用 。 它 在 酶 的 活性 表现 上 也 是 一 个 不 可 和 缺少 的 组 成 部 分 。 

(33 结构 残 基 (structure residues) :此 类 残 基 虽 然 离 开 底 物 分 子 较 远 ,不 在 酶 的 活性 中 
心 范围 之 内 ,但 是 由 于 它 在 维持 酶 分 子 的 空间 构象 方面 起 着 重要 的 作用 ,也 是 酶 分 子 的 必须 
残 基 。 若 此 类 残 基 位 置 发 生 大 的 改变 ,会 使 酶 的 活性 丧失 。 

由 于 以 上 三 种 残 基 对 于 酶 分 子 的 活性 的 存在 是 必 不 可 少 的 ,所 议 又 被 称 为 必须 残 基 。 

(4) 非 贡献 残 基 (non-coentributing residues) ХЕ А ЕЕ ИЕЛЕ ЕЛІМДЕ 
在 对 酶 的 活 狂 不 起 作用 ,所 以 又 称 为 非 必须 残 基 。 这 类 残 基 在 酶 分 子 中 占有 很 天 的 比例 。 

综 上 所 述 , 可 以 看 出 酶 的 催化 作用 只 是 发 生 在 酶 分 子 上 的 一 个 小 的 区 域 一 一 通常 称 之 
为 活性 部 位 或 是 活性 中 心 , 并 且 活 性 部 位 上 起 作用 的 基 团 并 不 是 由 一 级 结构 上 相 分 近 的 损 
基 酸 残 基 形 成 的 ,而 是 由 酶 的 二 .三 级 结构 所 形成 的 ,所 议 设 有 酶 的 二 .三 级 结构 就 不 可 能 构 
成 有 效 的 活性 部 位 。 参 与 酶 活性 中 心 形成 的 各 种 残 基 的 空间 构象 对 于 酶 的 活力 的 表现 是 至 
关 重 要 的 ,而 维持 这 一 构象 的 稳定 又 依赖 于 酶 的 二 .三 级 结构 的 完整 ,丧失 了 二 ,三 级 或 更 高 
级 结构 移 酶 ,其 活性 会 下 降 甚 至 内 活 , 变 性 ,对 于 活性 部 位 ,只 是 为 了 讨论 酶 的 作用 机 制 方便 
才 把 它们 独立 起 来 ,实际 上 它 是 和 整个 酶 分 子 分 不 开 的 。 酶 的 其 他 部 位 对 于 催化 作用 .调节 
作用 .免疫 作用 、 维 持 一 定 的 空间 结构 等 方面 都 有 很 重要 的 作用 ,所 以 认为 酶 除了 洗 性 中 心 
以 外 其 他 部 分 可 有 可 无 是 错误 的 。 

办 助 因子 ,在 酶 分 子 中 还 有 一 此 酶 蛋白 以 外 的 部 分 ,但 是 它 又 是 酶 才 现 完全 活力 所 必须 
前 部 分 ,可 称 为 辅助 因子 。 这 类 物质 可 能 县 与 酶 蛋白 结合 或 松 或 紧 的 有 机 物质 ,也 可 能 是 一 
种 金属 离子 。 对 于 辅助 因子 而 言 , 酶 的 纯 蛋 日 质 部 分 可 称 为 酶 蛋 毛 。 这 类 酶 蛋白 只 有 当 辅 助 
因子 与 酶 坚 白 结合 成 全 酶 时 ,才能 显示 酶 的 活力 。 


BE + b+ 一 一 ~ N 
/ 


无 催化 活力 
其 有 催化 活力 


图 42 部 分 全 酶 的 组 成 


2. 辅助 因子 

辅助 因子 可 分 为 有 机 辅 因 子 和 金属 辅 因 子 。 

一 般 来 说 ,对 酶 活力 的 蚁 示 是 必须 的 而 且 可 以 从 反应 混合 物 中 完整 地 分 高 出 来 的 非 蛋 
突 上 质 物 质 被 称 为 酶 的 辅助 因子 。 它 由 三 类 物质 组 成 ;辅酶 、 辅 基 和 必须 离子 ， 

{]) 辅 酶 ,在 酶 促 反 应 过 程 中 ,起 着 运载 底 物 的 电子 或 某 类 基 团 的 作用 。 在 这 个 反应 中 ， 
它 最 然 发 生 了 恋 化 ,但 是 通过 其 他 酶 或 其 他 反应 ,可 以 重新 恢复 到 原来 的 状态 。 辅 梅 送 载 底 
物 电 子 或 在 反应 后 离开 酶 的 活性 部 位 成 为 另 一 个 酶 的 底 物 ,通过 其 他 反应 再 生成 原来 的 形 
sË ,也 称 为 辅 底 物 、 辅 酶 .一 般 地 说 , 辅 梅 是 指 那些 为 酶 的 催化 活力 的 显示 贡 必 须 的 有 机 小 分 
=, 
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《22) 辅 基 : 辅 基 在 酶 反应 过 程 中 ,一 直 结 全 在 酶 的 活性 部 位 ,成 为 活性 部 位 的 一 个 部 分 ， 
在 它们 再 生 为 原来 的 形式 时 也 不 离开 原来 的 酶 的 活性 部 位 。 

区 别 辅酶 与 辅 基 可 采用 透析 的 方式 。 辅 梅 可 以 被 透析 出 半 透 膜 ,而 辅 基 却 无 法 被 透 出 。 
由 此 可 以 看 出 ,与 辅 基 相 比 ,辅酶 与 酶 蛋白 的 结合 是 茧 松 的 。 在 生物 化 学 中 ,通常 也 把 辅 基 包 
括 在 广义 的 辅酶 中 ， 

有 时 ,我 们 允 将 与 酶 的 功能 直接 相关 的 一 些 无 机 的 或 是 分 子 量 不 大 的 有 机 成 分 统称 为 
жЕ. 

(3) 金 属 离 子 :不 仅 在 金属 酶 类 中 存在 ,还 存在 于 能 被 金属 离子 激活 的 酶 中 ,虽然 这 两 类 
酶 对 金属 离子 的 闪 和 力 有 一 定 的 差别 ,但 是 失去 了 金 周 离子 后 都 会 炊 失 醇 的 活力 ,对 于 金属 
酶 中 的 金属 离子 ,不 认为 是 酶 的 激活 剂 ,如 细胞 色素 C 就 是 一 种 金属 酶 ,用 一 般 的 方法 是 无 
法 将 其 所 含 的 铁 分 离 出 来 的 。 另 一 些 被 金属 激活 的 酶 在 提纯 后 往往 不 含有 金属 。 需 要 注意 
的 是 ,虽然 金属 离子 常 能 够 提高 酶 的 活力 ,但 需 将 离子 的 请 度 控制 在 一 定 的 范围 内 ,通常 在 
104--10% по Ф850 ЕЗІ МЕНИН ТЕЛІ. 

《4) 维 生 素 ,维生素 是 生物 正常 生长 代谢 必须 的 微量 有 机 物质 ， 人 和 高 等 动物 一 般 不 能 
合成 维生素 。 长 期 以 来 ,人 们 根据 生物 中 若 缺 乏 维 生 素 会 导致 某 些 疾病 的 现象 推测 维生素 必 
定 在 有 机 体 的 新 陈 代谢 中 发 挥 闭 某 种 关键 作用 。 第 一 个 被 分 离 到 的 维生素 是 维生素 В, (Si 
胺 ,thiatmine), 人 体内 缺乏 该 物质 会 导致 丙酮 酸 气 化 脱羧 过 程 受 阻 , 引 起 才 发 性 神经 炎 、 皮 
肤 麻木 .心力 衰竭 .四 上 肤 雹 力 , 肌 肉 攻 缩 .下 肢 浮 肿 等 症状 ;还 有 如 维生素 CC 一 一 抗坏血酸 、Bi。 
(每 钴 胺 素 ) 等 也 都 对 人 栖 有 极其 重要 的 作用 ,很 多 维生素 与 菜 些 酶 的 辅 因子 有 对 应 关系 , 见 
3 4-2, 

Жа: МЫДИЕБИЯЖКЕЖ 


酶 大 类 辅酶 或 辅 基 ЕЖ 
1 ЖЕДІ КЕ (МАЮ+,МАРР+) НЕЖРРОЕЮ ЕО 
ЖЖӘСЕАР.ЕММ) 维生素 Bt( 核 黄 穴 ) 
ЖОН Q> 一 一 
шт ж — 
+š t-t fk — 
2. ЗЕ 83 НВ СТРР) ME ES B СИЕЖО 
Ж ҒА в Е 
ЕтЖ ЖЕЖНОЕ Ж) 
ме -- 
Ең ЖЕ СІРІ) 
叶 в 
维生素 Bi 


维生素 в, СИЛ) 
ЖЕЖ В, 
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ж.) НЕ ДЕРІ 


生物 大 分 子 结构 与 功能 的 研究 已 成 为 探索 生命 奥秘 的 焦点 ,也 是 生物 科学 以 至 整个 自 
然 科 学 界 具 有 重大 理论 意义 积 实践 意义 的 课题 。 生 特大 分 子 结 构 和 功能 的 研究 必须 首先 解 
次 生物 天 分 子 的 制备 问题 ,没有 高 纯 康 的 生物 大 分 子 的 制备 工作 为 前 提 ,结构 与 功能 的 研究 
也 就 无 从 谈 起 。 生物 大 分 子 的 制备 是 一 件 十 分 精细 的 工作 ЫН ЕЛ. 制备 
工作 涉及 物理 学 ,化 学 和 生物 学 的 知识 。 提 纯 某 一 生物 大 分 子 一 般 要 通过 多 种 方法 、 步 又 各 
不 断 变化 各 种 外 界 条 件 才 能 达到 目的 。 

无 论 何 种 方法 ,在 何 种 阶段 都 必须 注意 在 操作 中 要 保持 生物 大 分 子 的 结构 的 完整 性 , 防 
止 变 性 及 降解 的 现象 出 现 , 醚 的 纯化 是 属于 蛋白 质 纯化 的 范围 ,所 以 对 蛋白质 的 纯化 方法 也 
同样 适用 于 酶 。 

酶 的 分 高 纯化 有 下 述 3 个 特点 : 

(1) 在 尽 可 能 除去 酶 以 外 的 杂质 的 后 时 要 保证 “ 肯 的 酶 "在 纯化 过 程 中 不 被 破坏 。 

2) 在 分 离 纯化 过 程 中 检测 酯 的 活性 ( 比 活力 ,总 活力 7?。 在 酶 的 分 离 误 纯 过 程 中 不 但 要 
把 酶 制剂 从 很 大 体积 深 缩 到 比较 小 的 体积 ,还 需要 把 蓄 制 剂 中 大 量 的 杂质 恒 鼎 质 和 其 他 大 
分 子 物 质 分 高 出 去 .因此 ,在 实际 操作 中 评价 分 离 提纯 方法 的 优 劣 ,一 般 采 用 两 个 指标 ,总 活 
力 的 回收 率 . 比 活力 的 提高 倍数 。 一 个 好 的 提纯 步骤 应 该 是 总 活力 回收 较 大 , 比 活力 提高 的 
倍数 也 较 大 。 在 实际 操作 中 两 着 往往 不 可 兼 质 ,因此 在 设计 新 的 提纯 方法 时 ,要 根据 材料 是 
天 容易 得 到 .提纯 进行 的 不 同 阶 段 等 情况 进行 取舍 。 

(3) 分 商 纯 化 分 为 三 个 基本 环节 ; 抽 提 ,纯化 ,制剂 ,首先 将 原料 中 的 酶 提出 来 ,然后 将 酶 
与 其 他 杂质 选择 性 地 分 开 , 最 后 制剂 ,即将 纯化 的 酶 居 成 一 定形 式 的 制剂 。 

生物 大 分 子 的 分 离 过 程 一 般 可 分 为 5 个 阶段 ， 

(Ы -ННЕНЖЕНКЕВЯЯ ЕЕЕ ЖӘНЕН МН ЯН БУЕ 
至 上 万 倍 , 所 以 在 选取 材料 时 要 考虑 材料 的 酶 含量 。 在 这 个 条 件 的 基础 上 还 要 考虑 其 全 的 因 
素 , 以 从 御 生 物 中 提取 酶 为 例 ,就 必须 汰 虑 微生物 的 年 龄 .培养 季节 、 堵 养 条 件 等 因素 的 作 
用 。 

(27 细胞 的 破碎 :提取 酶 的 材料 通常 为 动 狗 的 器 守 ,植物 或 是 微生物 细胞 ,动物 细胞 较 容 
易 破 碎 . 植 物 和 微生物 细胞 的 细胞 壁 较 厚 ,要 采用 超 声波, 细菌 磨 , 洲 菌 酶 , 某 些 北 学 溶剂 (次 
Р К ЗЕ) ,高速 组 织 换 碎 机 等 才能 破碎 。 这 个 步骤 最 后 得 到 的 将 是 组 织 匀 浆液 。 

《3) 抽 提 :一 般 在 低温 条 件 下 ,采用 水 或 者 是 低 盐 的 缓冲 液 来 握 取 ,以 从 组 织 与 桨 中 得 到 
ЖЕН. ХТЖ ИХ ІНІ, 

(4232 E Eu 

酶 的 初步 提纯 一 般 是 指 利 用 酶 的 以 下 几 种 福 质 将 之 与 其 他 物质 初步 分 离开 。 

利用 酶 蛋白 性 质 的 头 异 来 初步 提纯 的 方法 有 :采用 核酸 沉淀 剂 如 MnCl,. 链 稚 素 等 ! 重 
НЖІЛЕЛІШІРЫСАс) 等 ;能 使 部 分 蛋白 质变 和 性 的 药品 ;调节 溶液 的 pH 或 加 趟 洲 液 使 之 沉 
淀 ! 简 用 不 局 的 蛋白 质 的 等 电 点 ;加 入 某 些 选择 变性 剂 或 蛋 户 质 表面 变性 等 方法 。 
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沉淀 的 方法 :电荷 密度 的 控制 ,如 加 入 盐 沉 淀 的 方法 ( 盐 析 7》。 盐 析 基 目前 用 途 比 较 广 沦 
的 一 种 方法 ,常用 的 盐 为 (NH4);SO, 和 JaCl, 特 别 是 前 者 ,因为 它 的 湾 解 床 砂 较 大 ,对 大 部 
分 的 酶 是 无 害 的 ,容易 得 到 纯 的 试剂 。 在 浓度 较 高 时 , CNH.,D,SO, 往往 对 一 些 酶 具有 稳定 作 
JE, Br 1 1k ЕА ОЧН,):5О,, 表示 (NH:SO, 浓度 的 方法 习惯 上 用 其 志和 诬 的 百 
分 数 ,并 且 很 据 不 同 的 浓度 还 可 以 分 级 沉 诈 出 不 同 的 蛋白 质 。 在 实验 中 从 一 定 侈 和 度 要 达到 
田 一 个 饱和 度 每 100 ml ЕЛ УР ЕИЖОМН,,50, 可 以 查 表 得 到 。 在 采用 这 个 方法 沉 
淀 时 要 注意 加 入 固体 的 速度 。 

在 初 担 中 还 有 一 种 吸附 分 离 的 方法 , 它 曾 是 最 主要 的 和 最 成 功 的 酶 的 分 离 方法 .现在 随 
闭 其 他 分 离 方法 的 发 展 , 吸 附 分 离 法 的 应 用 没有 以 往 那 么 普遍 了 ,但 仍 有 它 的 重 划 性 。 它 是 
利用 不 同 的 条 件 , 把 需要 的 酶 吸附 在 吸附 剂 上 ,然后 把 它 洗 了 脱 下 来 ,或 者 利用 酶 不 被 吸附 的 
茶 忻 把 大 量 的 蛋白 质 杂 质 吸附 ,常见 的 吸 及 剂 有 碰 酸 钙 癣 胶 .氧化 馈 , 和 所 氧化 锐 等 ,有 时 也 用 
活性 欣 来 吸附 不 需要 的 成 分 。 

还 可 以 采用 以 有 机 沉淀 剂 沉 淀 的 方法 。 常 厚 的 有 机 沉淀 剂 有 利 几 诺 、 单 宁 酸 .SPS 等 。 
有 机 湾 剂 沉淀 法 是 一 种 比较 甸 典 但 也 是 比较 有 效 的 方法 , 昌 然 使 用 不 当 会 使 酶 失 活 , 但 如 果 
使 用 得 当 就 具有 了 快速 .无 须 特 殊 设 备 的 优点 。 常 用 的 有 机 裤 剂 有 乙醇 .再 二 和 甲 醉 等 。 该 
方法 的 整个 步骤 要 求 在 低温 下 进行 (一 5 一 一 10 宫 )。 聚 乙 二 醉 等 水 溶性 非 离 子 型 高 京 物 是 
常用 的 沉淀 剂 , 识 浓度 的 误 乙 二 醇 会 使 低 分 子 量 的 和 分 子 体 积 小 的 酶 沉淀 下 来 , 低 分 子 基 的 
聚 乙 二 醇 会 使 高 分 子 量 的 和 分 子 体 积 大 的 酶 沉淀 下 来 。 

C5) 酶 的 精制 

中层 析 ; 分 步 层 析 , 吸 附 晨 析 ,离子 交换 层 析 、 亲 和 层 析 。 

分 步 层 析 包 插 纸 上 层 析 法 和 柱 上 层 析 法 ,吸附 层 析 中 也 有 维 上 层 析 和 薄 层 层 析 , 柱 层 析 
已 经 成 为 一 种 常规 的 分 离 酶 的 方法 。 和 柱 层 析 的 操作 主要 包括 以 下 步 又 ， 

а. БЕН ЕЕ ЛІК ЖӨНІНЕ 

b. 装 柱 、 平 衡 

с. 上 样品 , 洗 脱 ,分 步 收 集 

d. 对 洗 脱 的 各 部 分 进行 酶 活力 的 测定 

订 和 层 桥 是 近年 来 发 展 起 来 的 一 种 极为 有 效 的 提纯 方法 , 它 主 划 是 利用 本 和 底 物 .抑制 
剂 或 者 是 辅酶 具有 一 定 的 结合 能 力 这 一 性 质 来 提纯 和 分 离 酶 。 

首先 选择 一 种 支持 物 , 如 琼脂 糖 或 具有 其 他 功能 基 团 的 过 体 ,把 竞争 性 拖 制 剂 或 是 辅 伺 
以 划 价 键 的 方法 连接 在 支持 物 上 ,然后 使 含 酶 的 而 提 液 流 经 装 有 含 竞争 性 抑制 剂 或 是 辅 做 
的 明 析 柱 , 酶 即 保 留 在 支持 物 上 ,经 过 充分 洗涤 后 ,再 用 含有 一 定 浓度 的 底 物 或 竞争 性 抑制 
РИЗМ БАНЫ ЯНА. 

这 一 分 离 方 法 已 经 成 功 地 用 于 凝血 系统 的 一 些 酶 的 分 离 , 如 果 亲 和 剂 选 择 得 当 , 有 了 时 经 
过 亲 和 层 析 一 步 就 可 以 达到 要 求 的 纯度 。 这 一 方法 现在 已 经 成 为 酶 的 分 离 纯 化 中 报 为 方便 
和 最 有 效 的 方法 之 一 。 从 发 展 前 景 来 看 , 它 很 可 能 会 在 今后 一 段 时 间 内 发 展 成 为 酶 的 分 离 纯 
化 的 最 主要 的 方法 。 

还 有 凝 胶 过 恋 法 ,其 过 程 中 的 步 又 分 为 ;介质 Sephadex 准备 、 柱 准备 . 装 柱 ,平衡 .上 样 、 
洗 脱 、 再 生 和 保存 。 
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多 超 离心 法 ;这 种 方法 包括 沉降 速度 法 ,沉降 平衡 法 ,沉降 速度 法 中 还 包括 差 速 离心 法 、 
速度 一 区 带 离 心 ;沉降 平衡 法 包括 等 窗 度 离心 法 和 平衡 密谋 高 心 法 。 

ӨҢ ЖӘ ЕН ЕЖ ЕН. ЕНЕ ТЕ ТЕНІЗ 
у У IL XR HK 09 ЕАО Pi ДЕР ЕЕЕ ,在 此 溶 该 中 同时 含有 两 性 电解 质 载体 .在 电场 
БИМЕН ТЕН ХАН 梯度 被 具有 不 同等 电 点 的 两 性 电解 质 稳 定 下 来 ,被 分 离 的 
厂 在 溢 液 中 按 其 电荷 的 性 质 向 不 同 的 方向 迁移 , 当 它 迁移 到 某 一 个 与 它 的 等 电 点 相同 的 pH 
位 图 时 , 便 不 再 穆 动 ,停留 在 这 一 位 置 ,产生 了 聚焦 的 效应 ， 

在 提纯 过 程 中 酶 活力 的 测定 是 用 来 检测 酶 的 去 向 的 ;可 以 用 反应 物 的 减少 量 与 反应 时 
间 之 比 或 产物 的 生成 量 与 反应 时 则 之 比 来 表示 。 活 力 测定 的 工作 量 在 酶 的 分 离 过 程 中 往往 
是 相当 天 的 ,同时 也 需要 能 够 较 快 地 取得 结果 ,因此 在 选择 测定 方 靶 时 ,为 了 适应 提纯 上 的 
需要 ,往往 选择 一 个 准确 性 稍 差 但 比较 方便 .快速 的 方法 ,而 不 区 选 择 一 个 准确 性 较 商 但 操 
作 麻 烦 .费时 的 方法 .常见 的 酶 的 活力 的 测定 方法 有 :分 兴 光 度 法 .旋光 法 .荧光 法 、 化 学 反应 
法 、 同 位 素 法 、. 量 热 法 . 层 析 法 .电化 学 方法 等 。 一 些 常见 的 根据 被 分 离 物 质 性 质 分 离 的 方法 
见 表 4-3。 

Жаз 根据 物质 性 质 而 瑟 用 的 分 离 方 法 


性 Ж Аж 
分 子 克 小 和 形状 гаа Е Е са 
溶解 度 盐 析 ,溶剂 抽 提 ,分 配 层 析 , 道 流 分 配 .结晶 
电荷 差异 нан. ақ ЕТЕМ ЛАНД 
生物 功能 专 一 性 | кин 


以 上 介绍 的 一 些 酶 的 分 离线 化 的 方法 是 很 不 全 面 的 ,还 有 一 些 其 他 的 方法 ,例如 高 压 液 
相 良 析 , 目 前 它 已 经 成 为 分 离 鉴 定 分 子 较 小 的 多 肽 激素 和 生物 商 分 子 的 很 重要 的 方法 ， 

另外 ,上 述 这 些 分 离 方 法 如 何 联合 起 来 使 用 也 是 很 重要 的 .以 前 往往 用 硫 签 盐 析 作为 分 
离 提纯 的 起 始 步 束 ,但 近年 来 许多 工作 表明 ,用 这 种 方法 提纯 的 酶 往往 不 是 天 然 的 状态 ,可 
能 是 蛋白 水 解 酶 所 致 ,可 以 考 虚 在 原来 的 步骤 十 加 入 蛋白 水 解 酶 的 抑制 剂 ,或 是 考虑 用 亲 和 
屋 析 作 为 提纯 的 第 一 步 , 那 就 可 以 除去 大 量 的 杂质 ,使 体积 大 大 地 缩小 ,同时 也 和 避免 了 蛋白 
质 永 解 酶 的 副作用 。 如 果 酶 比较 稳定 ,有 时 可 以 用 热处理 方法 作为 第 一 步 ,以 除去 大 量 的 条 
ЖН. 
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ма: БНАЛИТЕЛВИЕЛН, si 1 


一 、 米 外 方程 


1902 年 ,Henri 在 研究 中 发 现 酶 促 反应 中 :在 低 这 上 度 底 物 的 条 件 下 ,反应 速度 w ЕЛ 
物 浓度 的 增加 而 直线 上 升 ;在 高 浓度 底 物 条 件 下 ,反应 速度 wv 只 有 小 幅度 的 上 升 其 至 没有 变 
化 。 


0.50. 


8435 ЕРАЕЉБЫЛЫЕШЕЮКЖ 


基于 这 些 实验 现象 ,Henri 提出 了 “ 酶 一 底 物 中 间 复 合体 ”的 假说 ,在 现在 的 研究 中 发 现 
这 一 假说 得 到 了 较 多 的 实验 现象 的 支持 。 该 假说 的 基本 表示 如 下 : 


Е-ЕР 


TS = ES 
图 4-4 Б женаз ан 
Е.В 5.800 ЕЗ. СЕЕН И) P; 产 物 


在 处 理 过 程 中 采用 了 稳 态 处 理 的 方法 ,认为 在 反应 开始 时 底 物 较 酵 远 远 过 量 : 产 物 由 于 
浓度 很 低 对 活性 中 间 产 物 的 分 解 无 抑制 , 且 开 始 反应 后 ,E8 的 浓度 很 快 就 保持 不 变 , 为 一 
жамй. ЕТІН ІЗ1»ТЕТ.СЕЫІ>--ГЕ81.181-ГЕ8 1-81 

在 这 些 条 件 的 基础 上 可 以 推导 出 著名 的 米 氏 方程 如 下 (对 于 本 动力 学 的 推导 还 可 以 采 
用 矩阵、 图 像 等 方法 ,可 参阅 相关 书籍 )》， 

у=. X[S]/ (CR, + (570) 
其 中 Vmw 蚌 酶 对 于 特定 底 物 的 反应 初速 度 , 由 于 此 时 的 底 物 浓度 最 大 ,所 以 酶 促 反 应 的 速度 
也 是 最 大 的 ;到 。 在 数 征 上 等 于 导 1 十 ko) /二 [EJLS1/LES], 称 为 米 氏 常数 ,在 酶 的 朝 力 学 
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上 有 极其 重要 的 意义 。 

CDK。 作为 酶 的 一 个 特征 常数 ,对 于 特定 的 反应 和 和 特定 的 反应 条 件 有 特定 的 值 。 值 得 
注意 的 是 ,纯化 程度 不 同 的 酶 ,只 村 其 杂质 中 不 含有 能 与 底 物 发 生 作 用 的 成 分 ,那么 其 玉 。 
基本 相同 。 表 4-4 为 某 些 酶 的 久 w, 其 数值 一 般 在 10 一 一 16 一 的 数量 级 范围 内 。 特别 要 注意 的 
是 米 氏 常数 的 量 纲 与 浓度 量 纲 相 则 。 

(2) 从 米 氏 方程 中 可 以 看 出 下 6 一 全 十 7 МА ph ВЕ, АА 在 某 些 资料 中 
又 将 其 称 为 及 。 这 是 活性 中 间 产 物 ES 的 解 离 常数 . 因此 ,KK 越 大 , 则 络 合 物 越 容易 解 离 , 也 


就 说 明 酶 与 底 物 的 率 和 力 越 小 。 由 米 氏 常数 还 可 以 看 出 ; 当 [S] 一 天 。 时 ,7 一 二 ran 可 认为 


此 时 醚 的 活性 中 有 一 半 为 底 物 所 占据 ,并 发 挥 了 催化 作用 ;车 Ks。 才 [5j]; 则 此 时 的 酶 总 是 处 
于 被 底 物 占据 的 状态 ,反应 速度 的 制约 因 率 是 酶 的 滚 度 ; 若 下 。 半 [5], 则 此 时 的 酶 姓 于 未 被 
НІНЕ , 度 物 浓度 是 影响 反应 速度 的 量 主 要 的 因素 。 若 已 知 某 个 覆 的 天 ,又 知道 底 物 该 
度 时 ,就 可 以 计算 出 反应 速度 与 Ym 的 值 。 在 实际 操作 中 ,为 了 使 反应 的 初速 度 基本 接近 于 
Via 且 过 最 底 物 不 至 于 提 制 酶 的 活性 ,通常 将 底 物 的 法度 设 定 在 Ks 的 10 ВЈ Е. 

Жаа 某 些 酶 的 六 值 


Е 底 物 Кто? 
Нан МЖС 2.5х 103 
М-Н ТЕБЕДЕ 1.2Х1077 
N- Z, Bt FB ЩЕ 3.2Х107! 
с-з 乳糖 4x<10 3 
091, № Д Е Же 55410” 
ERES BF ES со: 8>x10 
W S Е хита 551075 
过 所 化 香醇 H;O; 2.5х107% 
еже 葡萄 糖 1.5Х197% 
ЖЖ 1.5ҳ10-* 
БАЕ кав 1.210 * 
2-1-0 2.0х107: 
NH¿ 5.7X10-2 
МАР“ 2.5Х107% 
МАРН 1.8X10 
РГЕН ТЕТЯ 7.020 4X10 


38 382 RNA 合成 酶 


HCO; 
ATP 
та 
tRNA 
ATP 


Ix 19 
8x 105 
35105 
ах” 
хі 


《3)? 当 一 系列 的 酶 催化 一 个 代 府 过程 的 连锁 反应 时 , 若 能 确定 各 种 酶 的 天 = 及 相应 的 底 
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物 浓 度 ,; 就 有 助 于 确定 代谢 过 程 的 控制 步骤 。 如 已 知 三 种 酶 Ea. Eb. Ес 的 K. 分 别 为 
1077 то1/1,,107% mol/L,10~ mol/L , К ДЕ 1075 mol/L ,反应 如 下 ， 


图 4-5 105 


则 可 判定 A->B 是 这 个 代谢 过 程 的 限制 步骤 , 通过 判断 K 的 大 小 还 可 以 判定 出 酶 的 最 适 底 
物 。 根据 同 工 酶 对 同一 底 物 的 K。 是 否 相 同 可 区 别 原 级 同 工 酶 和 次 级 同 工 酶 ,还 可 根据 天 。 
的 变化 ,判断 酶 的 抑制 是 竞争 性 抑制 还 是 非 竞 争 竹 神 制 。 

К 的 求 取 :天 。 既然 是 酶 分 子 的 重要 的 特征 性 参数 ,下 面 介绍 常见 的 求 取 天 的 方法 
—Lineweaver-Burk ТЕЙ 5, 

ЖЕЛ Р: 

1⁄V = К.У х5) 17 

对 1 一 17[05] 作 图 可 得 到 工 一 互 图 ,这 种 作 图 方法 因为 是 采用 了 [3] 和 T 的 倒数 ,所 以 又 称 
为 双 倒 数 作 图 法 ,如 图 4-6。 


1. 
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В 4-6 Linewenver-Burk ТЕНІЗ 


这 种 作 图 法 是 在 1960 一 1970 年 最 常用 的 作 图 法 。 但 在 作 图 过 程 当 中 , 当 [S] 数 值 较 小 
时 ,反应 速 庶 很 小 ,本 身 测定 的 一 个 小 的 误差 经 过 倒数 后 特 误差 显著 地 放大 了 ;LS ] 数 值 较 
大 时 ,数据 点 又 聚 于 图 形 的 左下 方 , 影 响 作 图 的 准确 性 ,解决 的 方法 一 般 是 :将 底 物 的 浓度 值 
的 倒数 (17[LS]) 配 成 等 车 ,并 配 以 最 小 的 二 有 乘法 回归 分 析 ， 

其 他 的 作 图 法 还 有 如 Hanes 作 图 法 ,其 公式 由 米 氏 方程 转换 为 

LS/V= [LS] Vt Kn/V а 
相对 应 的 图 形 以 [SJ/V 一 [S] 作 图 。 这 种 作 图 法 的 优点 是 数据 点 分 布 均匀 , 忽 点 也 是 误差 在 
倒数 后 被 放大 , 见 图 4-7。 
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图 4-7 Hanes 作 图 法 


Eadie-Hofstee 作 图 法 :其 公式 是 六 一 Vx 一 CKmXV)/LS]。 这 种 作 图 法 的 点 分 布 不 均 
色 , 但 没有 将 误差 放大 ,有 较 高 的 可 信和 上 嵌 ,还 可 以 从 图 形 中 看 出 各 种 因 茹 的 影响 。 见 图 4-8。 
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— 


ЕЕ 4-5 Eadie-Hofstee РЕВ 


还 有 其 他 的 作 图 法 其 公式 如 下 ， 

ft1)1gCF 一 7T)7V 一 lg 天 一 1gLs] ,7 一 lgLS] 作 图 

(2202. 3/2)|g([S.J/LSJi—1[LS,J—LSJ/z ТЕН 

除了 米 氏 常数 , 酶 的 重要 活性 参数 还 有 Kl 转化 率 ) 和 1,U. (国际 单位 )。 


L U. (国际 单位 ); 指 在 25 侣 , 以 最 适 底 物 浓度 , 景 适 组 冲浪 的 离子 强度 以 及 最 送 的 pH 
等 条 件 , 每 分 钟 能 催化 生成 1 pmol 产物 的 酶 量 为 一 个 酵 活 性 单位 。 


Kw: 在 最 适 条 件 下 ,每 秘 钟 能 使 1 mol 底 物 转化 的 酵 量 。 其 中 1 Kw 一 6X10"1.U.。 


男 外 ,还 有 一 个 参数 称 为 比 活性 。 比 活性 又 叫 比 活力 , 它 基 指 每 毫克 酶 蛋白 所 具有 的 酶 
活性 ,以 活力 单位 /mg 或 活力 单位 /ml 来 表示 。 比 活性 越 高 , 酶 越 纯 。 
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— , 829868 TK R. ЖАВ 2 pH 2 £ .激活 剂 、 抑 制剂 


1. pH 的 影响 

ЖЕНЕ y ñ ЕЕЕ ИЫ ËF РМЕТ. HH -pH 影响 酶 活性 中 心 及 其 附近 的 各 种 
解 离 基 团 甚至 是 底 物 的 结构 ,使 酶 和 底 物 形成 一 定 活 性 解 离 形式 以 促进 反应 的 进行 或 者 破 
坏 这 种 活性 解 离 形式 ,从 而 阻碍 洲 和 底 物 结合 , 每 一 种 酶 都 有 一 个 最 适 pH ,高 于 或 低 于 这 个 
数值 时 , 酶 的 活性 都 要 怠 然 下 降 。 卫 的 活性 痢 只 能 在 特定 的 pH 范围 内 。 通常 都 要 制备 相关 
的 两 条 曲线 ,分 别 是 酶 稳定 性 一 pH 曲线 和 路 活力 曲线 。 如 下 图 ,制备 梅 稳定 性 一 pH ШЫМ 
方法 是 先 将 酶 溶液 分 成 若干 份 ,然后 分 别 蛤 于 不 同 的 pH 洲 波 中 保 衣 一 定时 间 , 最 后 再 调整 
至 村 一 相同 的 pH 进行 活性 测定 。 应 当 广 意 介质 的 组 成 和 最 终 溢 滚 的 底 物 浓度 .温度 的 一 臻 
性 ,这 样 才能 保证 曲线 体现 出 的 pH 对 洲 稳 定性 产生 的 影响 。 


4-9 pH 对 酶 反应 的 影响 
a; 酶 稳定 性 一 pH 曲线 b: 卫 活性 一 pH 曲线 


2. 过 度 的 影响 
在 相同 温度 下 进行 某 种 酶 反应 ,然后 再 将 测 得 的 反应 速度 对 温度 作 图 ,可 得 到 下 图 。 
V) 
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0 30 40 50 60 70 С 
图 4-10 ШМЕХТНЕЛРНУ ЕСІН 
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可 以 看 到 在 较 低 的 温度 范围 内 ,了 酶 反应 的 速度 随 着 湿度 的 升 高 而 增 大 ,但 超过 一 定 的 反 
应 温度 后 ЕЕЕ ӘЖЕ АКЕН КЕТ .这 通常 被 认为 是 有 两 个 阶段 的 影响 :首先 ,在 较 
低 的 温度 下 ,温度 升 高 加 速 了 酶 的 活力 ,同时 也 使 分 子路 过 活化 能 闪 的 几率 提高 ,从 而 提高 
了 反应 的 速度 ; 随 着 温度 升 高 到 了 一 定 的 程度 后 , 酶 蛋白 的 变性 影响 了 酶 促 反 应 的 速度 ,使 
酶 促 反 应 的 速度 逐渐 下 降 。 这 里 要 注意 的 是 ,温度 升 高 同时 具有 两 方面 的 作用 :在 反应 的 最 
初 阶段 , 酶 蛋白 随 温度 的 变性 不 明显 ,此 时 酶 促 反 应 主要 体现 了 温度 提高 反应 速度 的 作用 ， 
由 于 温度 促使 酶 变性 是 随 着 时 间 累 加 的 ,当时 间 逐 渐 延 长 后 , 酶 蛋白 的 变性 就 明显 了 ,最 后 
可 能 使 酶 蛋白 变性 抵消 了 温度 升 高 所 提高 的 反应 速度 ,最 后 酶 失去 活性 。 

3. 激活 剂 的 影响 

许多 酶 在 进行 众 化 作用 时 ,需要 一 些 物 质 存在 以 激活 或 增强 其 活性 ,这 些 物质 统称 为 激 
活 剂 , 它 包 揪 无 礼 离子 ,辅助 因子 ( 辅 基 与 辅酶 ?以 及 一 些 大 分 子 蛋白 质 类 物质 .激活 的 作用 ， 
一 般 认为 可 能 有 以 下 几 个 方面 : 

CD) 解除 掉 制 剂 的 抑制 作用 :例如 HsS 通过 与 重金 属 离子 结合 ,从 而 解除 重金 属 对 酶 的 
抑制 作用 。 

(2) 酶 原 活化 ; 隋 原 转变 为 有 活性 的 酶 ,多 数 是 由 于 消除 了 酶 蛋白 中 原来 妨 毒 活性 的 抑 


mI. 
ін 


胰 和 蛋白 酶 原 胰 和 蛋白 酶 十 6 Ж 

(3) 辅 大和 辅酶 是 构成 其 些 酶 的 必要 组 成 部 分 ,是 有 活性 的 全 醇 的 必要 成 分 。 

(4) 无 机 离子 可 以 激活 许多 酶 类 :例如 Zn+ 可 以 激活 碳酸 材 酶 ,Cu** 可 以 激活 抗坏血酸 
氧化 酶 和 酷 氮 酸 酶 。 

4. 和 酶 的 抑制 剂 

任何 能 鸽 酶 的 活性 降低 或 丧失 的 作用 都 称 为 酶 的 抑制 作用 。 

通过 改变 蛋白 质 上 的 必需 基 团 或 辅酶 . 辅 基 的 化 学 性 质 而 引起 酶 活性 的 降低 ,对 于 这 种 
对 酶 活性 起 抑制 作用 的 物质 ,就 称 为 肯 的 抑制 剂 。 

对 于 酶 的 抑制 作用 基本 上 可 分 为 两 个 大 类 ; 

(1) 不 可 逆 抑 制作 用 : 拙 制 剂 与 酶 的 必需 的 基 团 6 活性 中 心 上 的 侧 链 ) 以 共 价 键 结合 。 例 
如 蔓 基 相连 的 辅 因子 的 酶 常常 被 重金 属 不 可 道 地 抑制 了 ,如 尔 、 铅 等 。 由 于 铅 中 毒 引 起 的 贫 
血 , 就 是 铅 与 亚 铁 鳌 合 酶 发 生 键 合 , 神 制 了 这 种 酶 俱 化 Бег 输送 氧 到 血红 素 中 的 功能 ,从 而 
导致 酶 的 活力 下 隆 , 发 生 了 这 类 抑制 的 酶 无 法 通过 如 透析 、 凝 胖 这 滤 等 方法 使 酶 分 子 的 活力 
恢复 ,所 以 称 之 为 不 可 道 抑制 ,又 称 为 酶 的 修饰 抑制 。 

《2? 可 道 抑制 作用 :抑制 剂 与 酶 的 必需 的 基 团 以 非 共 价 键 作 用 ,这 时 可 以 通过 如 透析 、 北 
腾 过 滤 等 方法 使 酶 分 子 的 活力 恢复 ， 

区 别 可 道 和 不 可 道 抑 制 的 方法 除了 利用 一 些 物理 的 手段 ,还 可 以 采用 化 学 动力 学 的 方 
法 来 鉴定 ,以 下 做 简要 介绍 。 

A. 将 不 等 芝 的 酶 加 和 人 装 有 等 量 的 底 物 和 抑制 剂 的 试管 中 ,使 各 管 的 体积 相等 ,测定 酶 
促 反 应 的 初速 度 , 并 用 酶 溉 度 对 其 作 图 。 当 抑制 剂 为 可 逆 抑 制剂 时 ,应 得 到 一 条 过 原点 但 庙 
率 较 小 的 直线 : 若 拖 制剂 是 不 可 北 抑 制剂 时 ,得 到 的 是 一 条 与 不 加 抑制 剂 的 过 原点 的 直线 相 
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平行 的 直 钱 。 这 里 得 注意 的 是 ,在 测定 时 一 定 要 保证 拭 牺 的 浓度 要 大 大 地 人 馅 和 酶 ,这 样 才能 


得 到 明确 的 实验 现象 ,如 图 4-11。 
Fr а 


[z] 


8411 SJ SW DB aj isi ІРІ ЗЕ 51 
a: tij hb: 有 不 可 道 抑制 剂 c; АГ minaj] 


B. 将 一 定量 的 抑制 剂 先 与 一 定 基 的 酶 保温 一 定 的 时 间 后 ,取出 不 同 量 的 混合 滚 加 至 等 
基 的 底 物 中 ,各 管 的 体积 要 保持 相等 ,测定 反应 的 初速 度 , 也 用 酶 浓度 对 反应 初速 度 作 图 。 抑 
制剂 车 为 不 可 首 抑 制剂 时 ,部 分 酶 被 抑制 剂 结合 ,相当 于 减少 了 酶 的 浓度 ,此 时 所 得 为 过 原 
点 的 一 条 直线 ; 若 所 测 的 为 可 逆 抑 制剂 , 按 以 上 落 双 将 可 以 得 到 一 个 过 原点 且 下 弯 的 曲线 ， 
这 是 由 于 抑制 齐 会 因为 受到 祖 释 的 影响 ,使 酶 的 活力 不 断 变化 。 如 图 4-12。 


y a 


гт 


[5] 


图 4-12 不 可 逆 抑 制 与 可 逆 抑 制 的 鉴别 
ai 无 抑制 剂 b: 有 不 可 逆 捉 制剂 c: 有 可 逆 扩 制剂 


在 酶 的 可 逆 抑 制 中 ,又 可 以 根据 抑制 剂 和 酶 作用 的 部 位 的 不 同 , 划 分 为 间 位 挤 制 剂 和 别 
位 抑制 草 .同位 抑制 剂 (竞争 性 抑制 剂 ) 在 分 子 结构 上 与 底 物 相 似 ,在 反应 过 程 中 与 底 物 癌 时 
竞争 酶 的 活性 中 心 ,并 能 与 酶 的 活性 中 心 可 道 地 键 合 ,从 而 也 产生 了 一 个 与 酶 一 底 物 复合 物 
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р Uña awl S СЕЛО, ЕГО НЕ sem aN МІНЕ. ЕРІМЕН. 
МЕНЕНЕАШІНЕЕНЕ. а Н ЕЕЕ Е БЕЛЕҢ НІНІ СЕРІ ,体型 
ЕНЕ ХИТЫ | E Wk oky a А, РРО [s| B 8] ml q: ӨН ГЕ АУ АРЕ ВЕ, 24129 
Bee E qk F. ЖИЕНІН ЕВ С 9 HE Sr Kh НҚ ЕНЕ У ЕШ Г. ЕН пр 
ЕНІН k K ПЗЕ НЕ СУ...) „ЗЕЕ УК. 已 经 变 大 了 К. Bp R HH р рН Ы] 
МетЕЗНЕТІНЕЯІЛТУЬ. ВА ЗС ИНИ ЎН НЕН ë BJ Tu Е НЕКЕ ЕТІНЕН 
а мі. ВД И ЗАГ ЗНН ЗАГ" ЛБМ (ЗЕ 3pfefUmD :属于 非 党 争 
f: mil нн нетін ни н-тинманаы- Ti |l — Пс 18 Fi W ë 
етпен, АН ЕЕ РЕ nra T BUZ ЕЕУННІҢ ТИНЕ, 例如 点 MP RER -1, 
БА ЕА ТЕЛІНЕДІ, ЗЕЕ Н УА СГ E А ы ii ХЕ ЭН 
Fe PE Hasa] V... ЕНЕН К. ФАТВА ЕЧ. БІЛЕТІНІН МЕН ІНІН ЗЕН 
ЖЕНЕ ТО А А Sk 13 ЯҒЫ ХЕ А W| ura l Wl , 
为 了 更 好 地 说 明 这 一 问题 ,图 4-13 аЬ 分别 体现 了 两 种 不 同 的 扣 制 机 理 。 


被 抑制 及 жтт ов Еж ш-н 


c 
ЗЕТЕ 


тарын 
Шаіз ЯФ ЫБ Ф ЫЕЕЕ 7 
a ЕНИН b ЗЕЕ ЧРЕЗ 
т Е Е НЕЧЕ РЕЗА А СС 0] — 3 АЕ ЕВЕ АИС Н ВА И Р ПЕ 6 hl, 
Шаа РНН ВЕЕ АУА РЕ J ЈИ 207 ТУЕ ЕТ У Зр АТК М 
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于 非 竞争 性 抑制 剂 , 酶 与 受 指 制剂 作用 的 酶 会 有 一 个 不 同 的 Ye, 却 有 相同 的 六。 图 4-14 
中 ,a 为 竞争 性 抑制 作用 下 的 L-B 曲线 ,b 为 非 竞争 性 抑制 作用 下 的 -B 曲线 。 

使 酶 促 有 反应 速度 下 降 的 原因 通常 还 可 能 是 ，; 

A. 通常 将 由 于 酶 蛋白 变性 而 引起 的 酶 活性 的 丧失 称 为 失 活 或 钝 化 。 钝 化 的 方法 有 商 
温 .强酸 或 强 碱 等 ; 

В. 去 激活 作用 .对 于 某 些 酶 ,去 除 其 体现 酶 活力 所 必须 的 金属 离子 ,如 用 EDTA ЖЕ 
中 的 Mg** 后 ,可 能 降低 这 种 酶 的 活性 ; 

С. 酶 的 阻 遏 作用。 它 是 针对 细胞 内 酶 蛋白 的 数量 因为 代谢 过 程 而 减少 ,使 酶 促 反 应 的 
速度 下 降 ,但 是 每 个 酶 分 子 的 催化 能 力 并 没有 下 降 而 言 的 。 


1 
Ne ? „ыттан 


1 ` 
K. 2 无 抑制 剂 


“|- 


4-14 ВФЕ ЧЕ ЕНТЕР ЕАУ С-В 曲线 
a 竞争 性 捉 制 作用 下 L-B 曲线 b 非 帝 争 性 作用 下 L-B 曲线 


三 、 酶 的 众 化 机 理 


酶 能 够 大 大 降低 反应 所 需要 的 活化 能 。 动 力学 无 法 为 我 们 提供 这 类 信息 或 只 是 提供 了 
很 少 部 分 的 酶 的 催化 机 理 . 生 物化 学 家 使 用 其 他 的 技术 研究 了 酶 的 催化 机 理 , 以 寻找 出 酶 锋 
性 与 酶 的 结构 ,活性 中 心 功能 的 关系 , 常 采 用 的 手段 有 X 射线 晶体 衡 身 、 化 学 方法 . 底 物 与 抑 
制剂 作用 的 简单 各 型 。 

关于 酶 与 底 物 作用 机 理 的 假说 重要 的 有 ,“ 钥 是 假说 "(ock and key thoery)、“ 变 形 张 力 
假说 ”“ 诱 导 契 全 假说 ”Gindquc-fit thoery)。 

СОН ЕН” ОЙ ЕНН .1897 年 ,E. Fischer 首先 提出 以 解释 酶 作用 的 专 一 性 ,认为 
底 物 分 子 或 底 物 分 子 的 一 部 分 像 铀 匙 一 样 , 专 一 地 秽 人 到 酶 的 活性 中 心 部 位 ,也 就 是 说 ,只 
有 固定 的 底 物 分 子 才能 够 与 梨 表 面 的 与 之 相 适 应 的 部 位 结合 ,并 进行 化 学 反应 。 见 图 4 入 -15。 

为 了 更 好 好 解释 酶 的 立体 专 一 性 ,后 人 在 这 个 学 说 的 基础 上 又 发 展 了 “三 点 附着 假说 ”， 
形象 地 说 明了 酶 的 立体 构 型 的 专 一 性 。 见 图 4-16。 

(2) “变形 (张力) 假说 "Jenk 认为 酶 中 其 些 基 园 或 离子 使 底 物 分 子 中 的 一 些 键 发 生 了 
“变形 ”产生 了 张力 ,从 而 使 得 键 的 反应 性 得 到 加 强 , 降 低 了 在 这 些 化 学 键 上 发 生 反应 的 活 
化 能 。 

C3)“ 诱导 契合 假说 ”:1973 年 ,D. Koshland ЯШ ПӘ ЫНА. 这 种 模型 的 最 重要 的 
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4-15 Вьет Уа tH: 3: Е Ла А 


а 


А 互补 匹配 B ЖҒНЕ 
Шае == SIR тА" 


ын ЗОРА ЕРЕ ЭН МЕ (llexibility), ЛЕМ, ИЛЕН ET IB3F 38 ñ ES 
Еа ТИ а. саарч. аса l: ЕНЕ ЛЕН, 
ЕТНА ТАИ ЧЕ ЯЕ ТАТ r>. 

НЕ Иа T СЕРА Е ВЕЧЕН T W. ВЕ Е 
и НОЗ ЗЕЕ ЕЕ Е ВЕТ. ВАЕ ВРЕ ЙЕ Е НРО i Ti ТЕЛІ 
ВАЗЕ СГ РИТ ШЕННЕН ЕН. 

一 般 认为 有 4 ТУГУ ЕЧЕН ТН. 

(1) 认 和 与 张力 效应 ; 当 一 个 生化 反应 发 生 时 , 底 物 就 进入 酶 的 活性 部 位 并 与 具有 储 化 
能 力 的 宵 能 团 党 近 , 并 且 底 物 必须 精确 地 朝向 收 化 基 团 ， 一 旦 虐 物 被 精确 地 定位 后 , ЕНУ) 
结构 上 将 发 生 一 个 变化 ,这 个 变化 将 导致 产生 一 个 受 张力 作用 的 酶 底 物 的 混合 物 。 这 个 张力 
有 助 于 酶 底 物 产生 过 沪 恋 , 通 带 在 过 技术 下 活性 位 置 与 底 物 结合 得 更 紧 , 反 应 带 座 更 太 ， 

[2 静电 效应 ,静电 相互 作 用 的 强 弱 与 适 剂 分 子 不 少 化 学 基 团 的 吸引 力 有 关 。 因 为 蛋白 
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质 通常 在 在 惜 水 作用 ,因此 水 分 子 被 排除 到 活性 位 置 之 外 ,这 导致 了 活性 位 置 的 介 电 常数 很 
低 。 在 相对 无 水 的 活性 位 置 , 电 荷 的 分 散 对 底 物 的 化 学 反应 活性 有 影响 。 另 外 , 弱 的 静电 相 
互 作 用 ,如 永久 和 诱导 偶 极 都 被 认为 对 催化 过 程 有 必 助 。 酶 对 底 物 有 效 的 键 合 , 可 以 降低 酶 
一 底 物 复合 物 这 个 过 汗 态 中 电荷 的 分 布 , 使 复合 物 的 能 基 降 低 , 促 进 了 上 反应 的 发 生 。 

《3) 酸 碱 催化 :化 学 基 团 常常 在 得 到 或 失去 一 个 质子 后 ,就 会 变 得 更 具有 到 应 活性 ,这 些 
基 团 可 以 称 做 阿 累 尼 乌 斯 酚 或 阿 黑 尼 乌 斯 碱 。 酶 活性 部 位 的 侧 链 可 以 作为 质子 的 给 巴 体 或 
接受 体 ,如 组 氨 酸 的 侧 链 因为 其 PKa 接近 于 6, 在 机 体 的 pH 范围 内 可 离子 化 ,通常 参与 了 众 
化 过 程 ,加 入 一 个 质 于 后 组 氨 酸 成 为 -个 阿 累 尼 入 斯 酸 ,一 旦 它 失 去 了 质子 就 变 成 一 个 阿 累 
尼 乌 斯 碱 。 

质子 的 转移 在 化 学 变化 中 是 一 个 很 常见 的 特征 ,例如 腊 的 水 解 。 由 于 水 是 弱 的 亲 核 试 
剂 ; 脂 的 水 解 在 中 性 溶液 中 基 相 对 缓慢 的 ,车 pH 上 升水 解 反应 就 发 生 的 快 了 了 。 当 水 化 的 离 
子 进 攻 崔 基 上 极 化 的 夏 原 子 , 一 个 四 面 体 的 中 间 体 就 这 样 形 成 了 ,当中 间 惧 寥 破坏 ,质子 就 
被 传递 到 附近 的 水 分 子 上 , 当 矢 被 释放 后 ,反应 就 完成 ,然而 , 卷 基 离 子 的 这 种 催化 方式 在 生 
合体 内 是 不 可 行 的 , 酶 常常 用 儿 个 官能 团 像 阿 累 尼 乌 斯 大 一 样 传递 质子 ,这 样 的 基 团 可 以 精 
确 与 底 物 相互 定位 . 脂 的 水 解 也 可 以 被 阿 累 尼 乌 斯 酸 所 催化 ,因为 当 儿 直上 的 氧 原子 与 质子 
相连 时 , 碳 原 子 变 得 带 正 电 福 ,这 样 脂 就 更 易 被 亲 核 的 水 分 子 进攻 ， 

C4) 共 价 刍 催化 :在 一 些 酶 中, 酶 的 亲 核 侧 链 基 田 与 库 物 形成 一 个 不 稳定 的 共 价 键 ,形成 
酶 一 底 物 复合 物 ,接着 形成 产物 。 丝 氨 酸 和 蛋白酶 类 基 用 丝氨酸 的 一 CH: 一 QH 基 团 为 亲 核 试 
剂 水 解 驮 键 ( 胰 蛋白 酶 , 胰 癣 乳 蛋 白 本 等 消化 酶 以 及 凝血 酶 等 静 骨 丝氨酸 有 蛋白酶 ) 的 ,在 第 一 
步 中 , 亲 核 试剂 进攻 糙 基 , 当 酯 键 形成 的 时 候 肽 键 也 就 断裂 了 ,接着 酰基 一 酶 被 水 解 . 还 有 一 
些 其 他 的 氨基 酸 侧 链 可 以 作为 亲 核 试剂 ,如 半 胱 气 酸 的 琉 基 .天 冬 氮 酸 和 谷 氨 酸 的 准 基 及 组 
氮 酸 的 咪唑 基 。 一 些 金属 阳离子 和 辅酶 也 有 助 于 催化 。 

酶 的 催化 过 程 中 的 辅 晤 因子 的 任务 ， 

活性 位 置 上 的 氢 基 酸 负责 催化 质子 的 转移 积 亲 核 取代 .要 催化 另 一 些 反 应 , 酶 需要 非 蛋 
白质 类 的 辅助 因子 ,包括 金属 阳离子 和 辅酶 。 

金属 :在 生物 体内 的 重要 的 金属 元 素 可 以 分 为 两 类 ,过 渡 金 属 和 研 土 金属 。 由 于 它们 的 
电子 结构 ,过 渡 金 属 常 常 参 与 催化 ,虽然 磊 金 属 和 碱土 金属 在 有 机 体 中 有 重要 的 功能 ,但 它 
们 很 少 被 发 现 与 蛋白 质 结 合 , 所 以 我 们 的 讨论 集中 在 过 小 金属 对 酶 的 影响 上 。 

几 个 过 滤 金 属 的 性 质 使 它们 在 催化 中 变 得 有 用 ,金属 离子 提供 了 一 个 高 的 电 茶 密度 ,这 
在 键 合 小 分 子 时 尤其 有 用 。 过 滤 金 属 的 行为 与 路 易 斯 酸 相 同 , 它 们 是 有 效 的 闲 核 试剂 ,而 氨 
基 酸 侧 链 是 一 个 不 良 的 亲 电 试剂 ,因为 它们 很 难 接受 未 共用 的 电子 对 ,它们 的 化 合 价 允许 其 
与 再 个 或 多 个 配 体 相 结 合 。 金 属 离子 有 了 助 于 帮助 底 物 朝向 活性 部 位 ,于 是 底 物 一 金属 离子 复 
会 物 极 化 了 底 物 并 促进 了 催化 过 程 ,例如 当 匀 离 子 作为 某 个 酶 的 辑 助 因子 , 它 极 化 了 水 分 
子 , 形 成 了 一 个 锌 离子 与 OH 键 连 的 形式 (严格 地 说 锌 不 是 过 滤 金 属 , 但 它 的 性 质 与 过 流 金 
属 奖 似 ), 接 善 羟基 集团 进攻 GO: 转化 成 HCDy , 见 图 4-17。 


四 、 酶 的 调节 


成 干 上 万 的 酶 催化 的 化 学 反应 被 组 织 以 形成 生物 化 学 路 线 , 每 条 路 线 又 由 多 个 快速 的 
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图 417 НИЕНІ із ЕН 


анын, E У PSS T F — ТЕБЕ 4682 E EP bL K — Es supa ai 
另 一 个 路线 。 іш. НЕНІ — Bb TEN ТУ S ES KE ШЫР БЕН K EB ГН г 
А ЕИ Е аас оте s. 

国 为 以 下 几 直 原因 ,生物 体 采 用 了 高 弘 的 方式 来 控制 生物 化 学 的 路 径 。 

(1) 为 了 维 竺 有 序 的 状态 ,对 每 一 个 路 径 的 控制 都 能 及 时 产生 维持 细胞 机 构 与 功能 的 物 
质 , 而 不 浪费 ， 

2) 贮存 能 二 :细胞 常常 控制 产能 长 应 ,使 之 只 消 否 能 满足 能 量 要 求 的 弗 养 物质 ， 

(3 环境 变化 的 反应 , 细 胸 可 以 相对 迅速 地 增加 或 降低 专门 的 反应 素 适 应 温 庶 .PH 高 
Тит ЭТН ИЕ ВЕЧЕ. 

ФЖЕЕЕФНЕЕНЕРНОНЕН ЕСЕНИН РЕНИН ЕНЕ, КІМІ 
手段 可 以 是 基因 控制 . 共 价 键 改 性 . 别 位 控制 和 分 区 的 方法 ，。 

基因 挤 制 畴 的 台 成 随 着 新 际 代谢 要 求 的 变化 而 迹 化 ,这 种 现象 被 称 为 酶 感应 。 这 种 更 象 
也 使得 细 胸 能 够 对 环境 进行 有 效 地 适应 。 例 如 :大 肠 杆 菌 在 称 人 培养 基 时 ,如 果 增 养 基 中 干 会 
ЯН, ЗСА Н ЗАЧИН С ЕИ АТА ВАГИ АГАГА ИОН. 
Фе НАЕ ТАИ АЕ ЕНЕ, 25 АТАГА АНЕ Е ТИЕ Ент А El tE, 
Әнет ИЕМЕН ТЕРМЕНІҢ НЕННИНЕУ е Е kala] Г ВЕЦЕР 
Bum колл БІ ЭЕ ААННЬА тер Оу Й ЭВАН Ег, 

ЗЕЕ АСЕ, ШЕ З ВА НЕ ЧЕ ЕЕ P| W E ЗЕ ОЧИ. ЛЕГ а Е ИЕНА bk 
Зра juk НЕ —— SN Р РЕ А АВ ВАО о ВИ ЕЗ6 БІН, PI 
Е ЕЕ ТЕВЕ АЕН 7—2 ЧА НН RPE ВА Е РЛ йо зе а тг 
MIA АЕ, ЕЕРЕЕ НЕЧЕ ЕНЕМЕ. 59 — EST] 0 ia akii Jr zat T k 
ір, ЕРМЕН Binti. 

几 种 以 非 笑 性 前 体形 式 产生 并 被 峙 存 的 酶 ,我 们 称 其 为 酶 原 , 酶 原 通过 可 逆 地 断 开 一 个 
或 字 个 肢 键 而 转化 为 活性 态 栈 . 便 如 , 肯 乳 蛋白 酶 原 在 胰腺 中 产生 , 当 它 到 小 书 时 ,通过 儿 个 
步 台 转 化 成 了 活性 志 , 起 初 , 胰 蛋 白 酶 断 开 精 拨 酸 15 和 异 亮 氢 酸 15 — P| iñ kia ЕНУ. 
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断 开 另 一 - 些 肪 键 ,生成 了 助 于 消化 蛋白 质 的 活性 酶 , 另 一 些 酶 通过 部 分 的 水 解 也 能 达到 这 样 
的 结 时 ,这 类 酶 有 肯 和 蛋白 酶 ,胰岛素 .弹性 蛋白 酶 和 凝血 酶 。 

别 位 控制 :1940 年 Dische 在 研究 中 发 现 , 红 细胞 济 血 波 中 的 葡萄 糖 醉 酸化 作用 可 以 被 
克 酸 甘油 酸 专 一 地 抑制 。 和 根据 当时 的 理论 ,这 个 抑制 剂 不 蚌 与 府 物 类 伺 的 物质 ,也 不 是 磷酸 
化 反应 的 直接 产物 。1961 一 1963 年 Jacob 和 Monod 才 提 出 了 别 构 酶 的 理论 ,把 这 种 与 底 物 
或 产物 结构 训 不 相像 的 抑制 现象 称 为 别 构 效 应 。 对 天 冬 氢 酸 转 贷 甲 酰 酶 (ATC 酶 ,一 种 典型 
的 别 构 酶 ) 的 研究 使 得 对 别 构 酶 的 作用 方式 和 动力 学 等 理论 有 了 进一步 的 了 解 。 现 在 认为 
АТС 酶 是 合成 CTP 的 多 筹 体系 肥 应 序列 的 第 一 个 酶 ,其 正常 底 物 为 天 冬 氨 酸 , 它 受到 CTP 
的 反馈 抑制 ,CTP АТР 分 别 是 它 的 负 和 正 的 调节 物 。 不 同 种 属 的 生物 调节 物 不 同 。 

虽然 与 符合 米 氏 方程 的 酶 同样 具有 被 激活 和 被 抑制 的 可 能 ,但 是 由 代谢 调节 物 造成 的 
抑制 作用 不 服从 于 典型 的 竞争 性 、 非 竞争 性 和 反 竞 争 性 抑制 作用 的 数量 关系 .对 于 别 构 酶 的 
这 种 行为 ,现在 比较 重要 的 两 种 理论 是 : 同 构 模 型 (MAWC 模型 ) 和 渐变 模型 (KNF 模型 ) 。 

同 构 模 型 : 它 假设 酶 存在 两 个 状态 一 ~ 紧张 态 (tensed state) fil gt ñb 5 (relaxed state) 。 
底 物 和 活化 剂 更 容易 与 松弛 态 的 酶 结合 ,而 抑制 剂 更 倾向 于 与 紧张 态 的 酶 结合 . 同 构 模 型 中 
认 江 ,蛋白 质 中 所 有 的 组 成 部 分 在 第 一 个 效应 物质 连 上 之 后 结构 就 全 部 发 生 了 变化 ,但 保持 
了 有 蛋白 质 的 对 称 性 , 克 酸 果糖 激酶 就 符合 这 一 模型 , 它 催化 ATP ИНЕК LE 6 BS RQ 
的 Cl 上 的 卷 基 。 这 个 反应 是 糖 酵 解 的 重要 的 控制 点 。 厨 酸 果 糖 激 了 酶 具有 4 个 同样 的 亚 基 , 每 
个 亚 基 都 有 一 个 活性 位 置 种 一 个 别 构 位 置 , 酶 可 以 被 ADP 与 AMP 及 其 他 物质 激活 ,有 的 会 
被 磁 酸 烯 醇 丙酮 酸 盐 或 酯 抑制 ,柠檬 酸 盐 和 ATP 也 抑制 反应 。 酶 上 连接 了 可 导致 别 构 的 因 
素 后 ,就 可 以 适应 细胞 内 能 量 的 需 如 和 产能 物质 的 变化 ,动力 学 的 数据 也 证 实 了 碰 酸 果糖 汶 
酶 有 两 种 结构 ,松弛 态 和 紧张 态 。 当 果 粮 -6- 磷 酸 连 接 到 酶 时 ,所 有 的 亚 基 都 从 紧张 态 转换 到 
松弛 态 。 同 构 模 型 认为 没有 紧张 4T) 态 和 松弛 (5RI) 态 同时 存在 的 结构 。 

虽然 同 构 模型 解释 了 别 构 酶 的 几 个 方面 ,但 它 还 是 有 一 些 局 限 的 。 首 先 ,对 于 解释 复杂 
的 酶 的 行 沪 用 了 过 于 简单 的 方法 。 例 如 , 它 元 法 解释 负 协 同 现象 ,这 种 现象 是 指 当 一 些 酶 上 
接 了 第 一 个 配合 物 后 会 降低 醇 对 相似 配合 物 的 厅 和 性 。 同 构 模 型 可 以 解释 正 协同 效应 。 正 
协同 效应 是 指 ; 第 一 个 配合 物 与 酶 相连 后 ,如 强 了 后 继 的 配合 物 与 醇 的 连接 。 

在 渐变 模型 中 , 它 假 定 蛋 白质 是 有 弹性 的 ,配合 物 与 多 亚 基 的 蛋白 质 中 的 一 个 亚 基 结 
合 ,从 而 影响 到 蛋白 质 的 结 档 并 影响 到 邻近 的 亚 基 .这 种 更 为 成 熟 的 模型 允许 出 现 中 间 的 结 
构 ,。 负 肥 馈 效应 可 以 被 这 种 寞 型 所 解释 ,一 个 配合 物 连 接 到 有 焉 基 上 ,可 以 导数 其 他 相 邻 的 亚 
基 的 变化 ,使 配合 物 与 亚 基 的 结合 变 得 很 难 。 比 较 图 4-18 可 以 看 出 两 种 模型 的 区 别 。 

要 强调 的 是 , 同 构 模 型 和 渐变 模型 都 是 一 个 理论 模型 ,许多 别 构 酶 的 行为 是 无 潜 用 这 些 
寞 型 来 解释 的 。 比 如 ,血色 束 对 氧气 的 连接 协同 效应 同时 其 有 两 种 模 璃 的 共同 特征 , 当 它 连 
接 了 一 个 氧气 分 子 之 后 ,就 开始 了 同 构 模 型 中 的 紧张 态 向 松 缉 态 的 变化 ,同时 还 使 其 他 亚 基 
也 发 生 了 有 渐变 模型 特征 的 小 变化 。 另 外 ,在 血色 这 中 只 有 很 少数 这 种 现象 被 观察 到 。 

分 区 ;在 真 核 细 胞 中 ,生物 化 学 路 线 被 分 隔 在 不 同 的 细胞 器 中 ,这 样 做 的 自 的 是 使 反应 
更 易于 控制 。 例 如 脂肪 酸 是 在 细 胸 质 中 ,而 氧化 脂 防 酸 以 产生 能 基 的 反应 却 是 在 线粒体 中 ， 
通过 使 用 激素 或 其 他 方式 ,控制 特定 分 子 通 过 线粒体 膜 到 达 其 中 ,这 两 个 过 程 的 紧密 协调 可 
以 防止 能 量 的 浪费 , 当 细 胞 能 量 高 时 就 发 生 净 合成 , 当 细 胞 能 量 低 时 就 发 生 兆 氧化 。 分 区 的 
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第 四 节 ”固定 化 酶 


一 ,固定 化 酶 的 定义 和 意义 


所 请 固定 化 酶 ,是 指 通过 物理 化 学 方法 将 酶 固定 于 可 溢 或 不 可 溶 高 秃子 支持 物 ( 或 吉 
体 ? 上 而 成 的 一 种 酶 制剂 形式 ， 

团 定 化 酶 曾 有 不 同 的 名 称 ,如 水 直 稼 性 醉 . 团 相 酶 等 ,但 由 于 形成 的 固定 化 酶 不 一 定 是 
水 不 尝 性 的 ,也 不 一 定 有 相 的 分 离 ,因此 现在 普 裔 接受 用 固定 化 酶 这 一 名 称 ,实际 上 它 也 包 
揪 男 定 化 著 体 ,固定 化 编 胞 ,固定 化 细 腹 器 和 固定 化 辅酶 等 。 

固定 化 酶 的 出 现 革除 了 “ 泗 鼓 酶 "在 应 用 上 的 许 密 不 利 因素 ,为 酶 在 工农 业 生 产 和 医药 
实践 上 的 应 用 开拓 了 更 广阔 的 前 景 。 它 的 优越 性 表现 在 ， 

(1) 在 反应 后 容易 和 度 应 物 分 离 , 能 反 秘 使 用 ，; 

(2 可 做 成 各 种 应 用 形式 ,简化 工艺 ,扩大 应 用 面 , 并 有 利于 室 现 管道 化 .连续 化 ， 

[3)60 冯 以 上 的 酶 在 固定 化 以 后 稳定 性 提高 。 此 外 , 轿 定 化 也 可 作为 碘 究 酝 在 细胞 内 性 
志 的 实验 可 型 。 


二 . 酵 的 国定 化 方法 


酶 的 固定 化 方法 去 体 可 以 上 慨 括 为 四 种 灼 型 , 见 图 -19。 
1. 吸附 法 
包括 物理 吸附 和 离子 交换 上 豚 附 .吸附 法 的 优点 是 , 接 必 简便 ,亲人 忻 旭 和 ,吸附 剂 可 再 生 反 
复 使用 ,但 是 ,它们 有 一 个 灾 出 的 对 点 ,就 是 酶 和 载体 的 吸附 力 比较 也 , 容 易 在 和 不 适宜 的 pH.、 
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吸附 法 селін 52522 
84-9 ”醇和 的 四 种 固定 化 方法 


高 盐 浓 度 、 高 底 物 洲 诬 或 高 温 条 件 下 解吸 脱落 ，。 

2. ЖЕ ЧЕН 

这 是 借助 共 价 键 将 酶 的 活性 非 必须 侧 链 基 园 和 载体 的 功能 基 团 进行 惕 联 以 制备 固定 化 
酶 的 方法 。 由 于 这 样 得 到 的 固定 化 酶 结合 牢固 、 稳 定性 好 ,利于 连续 忆 用 ,因此 它 是 目前 应 用 
和 报道 得 最 多 的 一 类 方法 。 不 过 , 共 价 偶 联 反应 一 般 比较 激烈 ,容易 使 酶 失效 。 共 价 偶 联 常 
用 的 载体 是 纤维 豪 , 琼 脂 糖 以 及 聚 丙烯 酰胺 腔 等 ,也 可 用 无 机 载 性 如 多 和 孔 玻璃 等 。 常 用 的 情 
联 反应 有 :图 4-20、4-21、4-22、4-23, 其 代 玫 反应 分 别 是 省 化 往 - 亚 胺 碳酸 盐 反 应 , 重 氮 反应 、 
芳香 烃 化 反应 , 委 重 反应 ，。 

(1) 演化 所 - 亚 胺 碳酸 盐 反 应 


O. І 
C=N E (1) 
II 
OH о О—С— МН— Е (П) 
BON “с=ми B 
ОН о” он 
NH 
II 


表示 载体 O—C— NH—E (Ш) 
{ 下 同 ) 


图 4-20 省 什 竹 一 亚 胺 碳酸 盐 反应 示 审 图 


(2) 重 氮 反 应 

C3) 芳香 烃 化 反应 

(4) 双重 反应 

由 于 共 价 偶 联 反应 比较 激烈 ,因此 应 注意 严格 控制 反应 条 件 ,必要 时 可 以 加 底 物 惑 扩 制 


剂 保 护 , 反 应 后 再 除去 ， 
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图 4-21 ШЛ ЕТЖ 


она 人 Бе. 


图 4-22 БЕЕЕБЫЛАЖН 
Х--СІ,- МН; ;- 发 色 团 


- ОН —_агомон |. о CH,COH 
CH, “ОН А . . 
те - O • СН, + СО, * CH, 


== O • СН, * СО * NH • NH, 


图 4-23 ШЕУ тА 


з. 交 详 法 . 
这 是 利用 双 功 能 试剂 在 酶 分 子 间 ,或 酶 分 子 与 载体 问 ,或 酶 分 子 与 情 性 蛋白 间 进 行 交 联 


135 


БОРАН АҒЫ ЖҮЙЕНІҢ. СЕНИН ТАН Bz, y hI] 4-24. 


ОПС--СН,)-СНО--Е--" —CH = мр = СН-- (СН) СН = NYU = CH— 


l l 

CH CH 

| | 
图 4-24 上 成 二 本 与 醇 交 联 反 应 示意 图 


交 联 反应 斌 能 发 生 在 酶 分 子 间 ,也 可 能 发 生 于 查分 子 内 。 一 般 地 说 ,在 酶 浓度 低 时 ,主要 
形成 分 子 内 交 联 , 交 联 后 酶 通常 仍 保持 溶解 状态 ;在 高 浓度 条 件 下 ,分 子 间 的 交 联 比例 上 升 ， 
形成 的 辐 定 化 酶 往往 变 为 不 溶 态 。 

仅 通 过 上 畴 分 子 问 交 联 形成 的 固定 化 酶 ,颗粒 一 般 很 小 ,而 且 机 械 性 能 不 佳 , 为 此 往往 先 
将 酶 吸附 于 载体 上 或 者 包 埋 于 胶 内 或 微量 内 ,然后 再 用 双 功 能 或 多 功能 试剂 进行 变 联 ,做 成 
固定 化 酶 或 厂 网 颗粒 。 这 种 固定 化 酶 空间 位 阻 效应 较 小 。 

交 联 法 操作 简便 ,但 变 联 反应 年 往 比 较 激 烈 ,项 采取 以 下 保护 措施 :中 在 变 联 反应 前 先 
用 抑制 剂 或 底 物 进行 专 一 性 保护 ;名 在 交 联 反应 系统 中 湛 加 情 性 蛋白 ,如 血清 蛋白 ,明胶 等 。 

4. 包 埋 法 

这 是 将 请 合 物 的 单 体 和 酶 溶 小 混合 后 ,再 借助 祭 合 促进 剂 { 包 括 交 联 剂 ) 的 作用 进行 聚 
合 ,使 酶 包 理 于 聚合 物 中 以 达到 固定 化 的 方法 。 由 于 酶 本 身 一 般 不 参与 结合 反应 ,因而 比较 
安全 。 不 过 在 化 学 舍 合 的 过 程 中 由 于 自由 世 的 产生 、 放 热 以 及 酶 和 试 谢 间 发 生化 学 反应 等 ， 
往往 可 能 导致 酶 失效 ,在 选择 包 埋 方法 和 控制 条 件 时 仍 须 注意 。 

包 埋 法 有 两 种 类 型 : 格 型 包 理 种 徽 囊 型 包 埋 。 前 者 是 将 酵 分 子 分 散 包 埋 在 聚 台 的 胶 格 
中 ,后 者 是 将 一 定量 的 酶 溶液 包 在 半 透 性 的 微 孔 膜 内 。 

《1) 格 型 色 理 ,最 常用 的 包 埋 剂 如 蘑 丙 据 酰胺 胶 , 它 以 丙烯 酰胺 为 单 昼 .NM - 甲 尺 双 烽 
酰胺 为 交 联 剂 衰 合 而 成 的 。 包 埋 时 , 先 将 酶 和 商 浠 陶 胺 单 体 分 散 于 访 水 介质 中 ,然后 再 进行 
育 合 。 和 包 埋 剂 除了 诊 芮 烯 酰胺 胶 外 ,其 他 还 有 淀粉 胶 、 祥 橡胶 等 。 值 得 提 到 的 是 近年 来 发 展 
了 兰 类 十 分 有 用 的 包 理 剂 :一 是 对 7 射线 等 敏感 的 聚合 胶 352 Z ЖИН. 2,8%. Ж а- 
羟 乙 基 再 烯 酸 等 ;二 是 光敏 性 聚合 树脂 如 NEGM ENT.ENTP ,它们 只 要 与 酶 液 混 会 ,在 光 
м 敏 剂 存在 下 ,光照 数 分 钟 就 可 得 到 固定 化 酶 ,而 且 将 ENT 和 EATP 以 不 同比 例 混 合 使 用 
时 ,还 可 以 调节 固定 化 酶 的 亲 水 性 和 牙 水 性 ;第 三 类 是 豪 握 甲酸 酯 入 生物, 控制 其 中 时 乙 烽 
醇 的 含量 ,得 到 的 腕 亲 水 性 和 配水 性 也 不 同 。 

C2) 微 村 型 包 埋 ”用 直径 几 十 到 几 百 微米 . 厚 约 25 nm ИНЕ ТЕН Ы ХЕ КВУ 
方法 。 半 迁 腊 能 容许 小 分 子 底 物 和 产物 自由 出 入 训 内 外 ,由 于 计 的 表面 积 相对 体积 的 比值 
大 ,; 故 这 种 交换 可 以 进行 得 十 分 迅速 ; 男 一 方面 半 透 腊 能 阻止 借 安 质 分 子 浴 透 和 进入 ,注入 
体内 后 可 旭 免 引起 免疫 过 敏 反 应 ,因此 具有 医学 价值 而 受到 人 们 的 注意 ,常用 的 微 腾 于 包 埋 
ЕЕЕ АНЕ ПӘННЕН, ЕВЕ-ӘЖАНШАСЫН, ІН ЖЕН ЖА 
Жж--Өшенг — М АННА Е — АРН МЫН Cn 1 sk Hl 6) — ЕЕ, 
再 加 Span 乳化 ,这 样 两 种 单 体 就 将 在 水 相 和 有 袖 相 的 界面 上 聚合 ,形成 包 理 酶 的 尼龙 腊 珠 
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粒 , Tween20 ЗЕН ДААН B 6 А) 36 l dB АЕ. k RG RE ú BB B ZT E ШЕ % s FJ 5LISI 
凝聚 法 ,这 是 利用 高 聚 物 在 水 相 和 省 机 相 的 界面 上 游 解 度 极 度 降 低 而 凝聚 形成 皮膜 将 酶 包 
埋 的 方法 。 例 如 ,可 先 将 酶 的 水 溶液 在 含有 硝酸 纤维 素 的 乙醚 溶液 中 乳化 分 散 , 然 后 下 加 入 
ЖЕТКЕННЕН ЕТЕНЕ ЕЖ. ЕЛІҢ Тчееп20 破 乳 化 后 就 可 以 得 到 含 
БЕН ЖЕЛЕ, УІІ, ПІЛ ЕНУ КЕМЕЛ ИН КЕЗЕН БИН ТІК ФА, А 
БЖ АЕ ЕАО БЕРІ, НИЕ МЕ, ЕН ЕЕ ЕЛІНЕ НУ НВА Е, Ж, 
埋 酶 容量 大 ,稳定 性 好 。 此 外 ,控制 沉淀 条 件 还 可 调节 纤维 的 孔径 ,纤维 叉 可 做 成 纸 和 布 , 工 
艺 能 放大 ,一 般 认 为 此 法 有 很 大 的 工业 应 用 潜力 。 

Ең uj НАНО Н ТЕЖЕЛЕ Z КӨЛЕСІН pa 225 EST ВНЕЛЕ — HB EI Sg Tk — е H n] 
ЖА ЛТ À BSN WK , ПЖ PE ЕНЕРУ SE ¿y BX nk НДЕ EF АЙНАНЫ Е r Bf 
2 Ë £ БИН ИЕ S. ВЕЛ Ty THIRD НЕЕ TRIK KI, JBE: 
Ip k АУ ЕНУ НОВЕ ЯЕ ВЕ — НАЕ ЕНГ slik kp yE E r С РАК Pi Ж ЖО 
ВЕЗЕЛ ЕЛЕ іп НІҢ CHITA PK 2k r , 赋 手 其 定向 运转 特性 ,因此 它 在 药物 应 
H ym ЛІЗЕ, 

各 种 固定 化 方法 的 特点 概 揪 如 表 4-5。 

3⁄ 4-5 者 种 固定 化 酶 方法 的 比较 


优 点 kt 点 


制作 条 件 温和、 简便 ;成 本 低 ; 荔 体 可 反 | ЖАҒА ән 和 温度 等 因子 敏感 ,因而 


复 使 用 НАМЕ Е-Е? 

共 价 偶 联 法 载体 与 酶 侦 联 的 方法 多 种 多 样 ; 固 定 化 | 俩 联 试 剂 对 生命 组 织 多 有 一 定 毒性 : 偶 联 
的 酶 非常 稳定 , 损 汗 少 条 性 激烈 , 易 引 起 酶 失效 ;上 成 本 高 

交 联 法 可 用 钦 交 联 试剂 多 ,技术 简易 ;稳定 性 | 交 联 条 件 较 激烈 , 常 出 现 扩散 限制 ,使 用 有 


较 高 一 定 困难 


疏 可 用 于 低 分 子 基 的 底 物 ,不 适用 于 竺 系 
统 , 反 应 常 受 扩散 限制 ,不 是 所 有 单 体 材 料 
与 溶剂 都 送 用 于 各 种 酶 


可 进行 大 基 的 固定 化 ; 包 埋 腊 可 选用 生 
包 理 法 物 相 窜 材料 ,并 可 做 成 任意 文 小 ! 胶 村 
包 还 用 胶 可 做 成 所 需要 的 厚度 与 硬度 


三 、 细 胸 ( 菌 体 ? 的 国定 化 


固定 化 细胞 ( 菌 怀 ) 的 意义 在 于 :(1) 可 省 去 琵 的 分 高 纯化 ,大 大 降低 成 本 ;2) 可 作为 单 
一 酶 发 挥 作用 ,也 可 条 用 它 包 含 的 复合 酶 系 完成 复杂 的 反应 。 


细胞 的 固定 化 可 以 采用 酶 的 固定 化 方法 ,但 其 中 包 埋 用 得 较 多 ,近年 来 甚至 应 用 此 法 进 
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行 生长 细胞 的 固定 。 其 他 方法 昌 有 应 用 ,但 极为 成 荔 的 鲍 子 不 客 。 除 此 外 ,对 隆 菌 体 ,有 时 还 
采用 直接 固定 法 , 即 在 不 使 用 载体 的 请 况 下 ,借助 物理 或 化 学 方法 (加 热 ,B 射 线 照射 ,加 符 
机 酸 、 各 种 结 絮 剂 . 交 联 剂 . 变 性 剂 等 ?处理 , 直 接 将 细胞 固定 .直接 固定 法 的 优点 是 :(1) 可 使 
细胞 内 起 破坏 作用 的 蛋白 酶 等 变性 ,防止 所 需要 的 酶 被 降解 失效 六 2? 使 细胞 结构 固定 ,防止 
Жы», ЗО ЕЖЕН, ,形成 校 大 的 颗粒 。 

固定 化 菌 体 的 主要 问题 之 一 是 细胞 辟 ( 腊 ) 形 成 的 透 性 屏障 ,通常 办 法 是 用 甲 莱 等 处 理 。 

固定 化 生长 蔚 体 的 主要 问题 是 氧 和 营养 物质 难以 进入 包 埋 胶 内 部 , 疏 这 一 方法 对 厌 氧 
菌 较 为 合适 。 


Ро. АЕ АЛЫ ІН ЖУ, 


1. 辅 醇 固定 化 的 意义 

辅酶 物质 固定 于 高 分 子 载 体 有 以 下 几 个 方面 的 意义 :(1) 做 成 酶 的 亲 和 吸 附 剂 ;(2) 为 固 
定 化 酶 提供 必要 的 辅酶 物质 ;C3) 制 成 “人 工 催化 剂 ”, 并 为 研究 酶 的 作用 机 制 提供 实验 模型 。 

2. 辅酶 物质 的 固定 化 

辅酶 物质 的 固定 一 般 采 用 载体 共 价 偶 联 法 。 在 进行 辅酶 物质 的 固定 化 时 ,十 分 重要 的 是 
要 保持 它们 的 催化 功能 基 团 以 及 它们 与 酶 蛋白 结合 的 基 团 处 于 游离 状态 。 以 磷酸 吡 略 梯 的 
图 定 化 为 例 , 除 了 它 的 功能 基 团 ( 醛 基 ) 和 与 酶 蛋白 结合 的 基 轩 外 ,可 用 于 和 载体 偶 联 的 基 团 
如 下 图 所 示 , 有 A.B.C 三 处 。 与 此 直 关 , 固 吓 化 方法 也 有 三 种 。 


心 


CHO Ç 
(9---но Д cHO -Р-Он 
ОН 
HC N ~ 


(А) 


(В) 
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五 .国定 化 酶 的 性 质 


由 子 固定 化 可 能 对 酶 本 身 和 酶 所 处 的 环境 产生 一 定 的 影响 ,因此 固定 化 酶 和 “游离 ” 酶 
表现 出 来 的 性 态 不同 ,掌握 这 些 性 质 对 有 效 地 应 用 面 定 化 酶 和 研究 酶 的 生物 学 作用 都 很 重 
要 。 

1. 固定 化 对 酶 活性 及 酶 反应 系统 的 影响 因素 

《1) 构 象 改 变 、 立 体 屏 殴 以 及 微 扰 效应 

袍 象 改变 是 指 辆 定 化 过 程 中 酶 和 载体 的 相互 作用 引起 了 酶 的 活性 中 心 的 构象 发 生 了 改 
变 , 从 而 导致 酶 活性 王 降 的 一 种 效应 。 立 体 屏 蔽 是 由 子 载体 的 孔 孙 大 小 ,或 由 于 男 定 化 方式 
与 位 置 不 当 , 给 酶 的 活性 中 心 造成 了 空间 障碍 ,因而 底 物 等 无 法 和 酶 接触 ,从 而 影响 酶 活性 
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的 一 种 效应 .。 见 留 4-26。 微 扰 是 由 于 载体 的 亲 水 . 琉 水 性 质 和 介质 的 介 电 常数 等 直接 影响 酶 
的 催化 能 力 的 一 种 效应 .以 上 这 些 效 应 都 难于 定量 描写 和 预见 ,只 能 通过 实验 做 出 判断 与 调 
节 。 


5 底 物 【效应 物 ) 


| 


Ч 


游离 醇 构象 改变 立体 屏蔽 


БЕ 


图 4-26 固定 化 酶 的 构 集 改变 与 立体 屏蔽 示意 转 


(2) 分 配 效 应 和 扩散 限制 这 两 种 效应 和 微 环 境 密切 相关 

所 谓 微 环境 ,是 指 和 国定 化 酶 紧邻 的 局 部 微观 环境 , 它 和 宏观 体系 不 同 ,是 引入 了 国定 
化 后 产生 的 新 福 念 , 见 医 4-27。 分 配 效 应 是 由 于 画 定 化 载体 的 亲 水 和 莹 水 性 质 使 酶 的 底 物 、 
产物 以 及 其 他 效应 物 在 微观 环境 与 宏观 体系 间 发 生 了 不 等 分 配 , 改 变 了 酶 反应 系统 的 组 成 
平衡 ,从 而 影响 酶 反应 速度 的 一 种 效应 。 分 配 效 应 可 以 通过 分 配 系 数 来 定量 描述 ,作为 一 般 
规律 :如果 载体 与 底 物 带 有 相同 电荷 ,反应 系统 的 天 。 将 因 固 定 化 而 增 大 ,反之 , 带 有 相反 电 
荷 天 。 将 减 小 ,产物 及 其 他 效应 物 的 情况 也 类 似 ; 当 载 体 带 正 电荷 时 , 醇 固定 化 后 , 酶 的 最 适 
PH 向 酸性 方向 侦 移 ,反之 阴 亢 子 载体 将 导致 PH 向 袜 性 方向 偏 称 ; 上 述 效 度 可 以 通过 提高 
介质 的 离子 强度 而 减弱 或 消除 ;采用 玉 水 性 载体 时 ,如 底 物 为 极 性 物质 或 电荷 物质 , 则 其 KK。 
将 因 醇 的 固定 化 而 升 高 ,如 底 物 同样 为 芍 水 物质 则 下。 将 降低 。 

扩散 限制 效应 是 指 底 物 、 产 物 以 及 其 他 效应 物 的 迁移 和 运转 速度 受到 限制 移 一 种 效应 ， 
它 包括 两 种 类 型 一 一 外 扩散 限制 积 肉 扩散 限制 。 外 扩散 限制 是 指 上 述 物质 从 宏观 体系 穿 过 
包 图 在 固定 化 酶 采 粒 周围 的 近乎 停滞 的 液 膜 层 ( 叉 称 为 Nernst 层 ) 到 颗粒 表面 所 受到 的 限 
制 ; 内 扩散 限制 则 是 指 上 述 物 质 从 条 粒 表面 到 颗粒 内 部 酶 所 在 位 点 所 受 到 的 限制 .作为 一 般 
规律 ,外 扩散 限制 效应 往往 可 道 过 充分 授 拌 和 混合 减轻 或 消除 ,内 扩散 限制 效 立 则 取决 于 载 
体 的 性 质 。 

(3) 酶 必用 的 专 一 性 

通常 固定 化 酶 作用 的 专 一 性 积 游 离 酶 基本 相同 ,但 某 些 对 大 分 子 底 物 作用 的 酶 ,如 蛋白 
酶 .葡萄 糖 淀 粉 酶 等 ,由 于 载体 与 固定 化 方法 的 缘故 ,可 能 会 给 它 的 某 些 底 物 造成 立体 麻 碍 ， 
从 而 导致 “ 专 一 性 的 改变 ”。 

酶 作用 的 “最 适 温 度 ”: 酶 作用 一 般 都 大 一 个 “最 适 温度 ”, 它 和 酶 的 稳定 性 有 有 关 。 大 多 数 
酶 在 固定 化 以 后 热 稳定 性 有 所 升 高 ,因此 其 最 适 温度 也 往往 升 高 ,但 酶 反应 的 活化 能 则 较 少 
改变 ， 
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图 4-27 宏观 体系 与 微观 环境 示 窟 图 


2. 固定 化 对 酶 稳定 性 的 影响 

大 密 数 蓝 在 固定 化 以 后 有 较 高 的 稳定 性 和 较 长 的 有 效 寿 合 , 其 原因 可 能 是 :1) 固 定 化 
增加 了 酶 构 型 ( 象 ) 的 牢固 程度 !(2) 阻 挡 了 不 利 因素 对 酶 的 侵袭 ;(3)? 限 制 了 酶 分 子 间 的 相互 
作用 。 但 是 ,如 果 固 定 化 甬 及 酶 的 活性 敏感 区 ,也 可 能 导致 稳定 性 下 降 。 

国定 化 酶 稳定 性 升 高 表现 在 ; (1) 增 加 了 酶 的 耐 热 性 ;(2) 增 大 了 酶 对 变性 剂 . 抑 制剂 的 
抵抗 力 !(3) 能 减轻 蛋白 菌 的 玻 坏 作 用 ;(47? 可 以 延长 酶 的 操作 和 保存 的 有 效 期 。 

з. 男 定 化 细胞 的 性 质 

与 固定 化 酶 相 比 ,固定 化 细胞 的 情况 比较 复杂 ;固定 化 对 租 产 生 的 各 种 有 响 对 细胞 同 祥 
产生 作用 ;由 于 细胞 内 环境 的 相对 稳定 和 细胞 的 “缓冲 作用 ”圈定 化 对 幼 胞 内 酶 产生 的 束 响 
在 茶 些 方面 木 像 固定 化 酶 那样 显著 ;固定 化 细胞 中 的 (内 ) 矢 的 活性 除了 受 固 定 化 因素 的 影 
响 外 ,还 受 细胞 结构 及 细 胸 膜 迁 性 的 品 啊 . 

国定 生长 苏 体 的 情况 更 复杂 ,固定 化 不 仅 能 直接 影响 菌 体 的 活性 与 酶 活性 及 酶 稳定 性 ， 
也 可 能 对 万 体 的 生长 能 力 与 酶 的 生成 产生 影响 。 


六 、 国 定 化 酶 的 应 用 


1. 固定 化 酶 在 工农 业 生 产 上 的 应 胃 

这 是 固定 化 酶 诬 用 的 一 个 主要 方面 。 和 游离 酶 相 比 , 它 可 能 发 挥 三 个 方面 的 优越 性 ， 
(1) 能 反复 使 用 ,使 生产 成 本 大 大 降低 ;为 实现 管道 化 .连续 化 与 自动 化 提供 可 能 ,为 建立 新 
型 的 酶 法 与 化 学 法 结合 的 工艺 以 及 酶 法 处 理 三 废 开辟 道路 。(2) 酶 或 细 臣 经 过 男 定 化 后 往往 
会 获得 对 有 机 溶剂 的 抵抗 能 力 , 因 此 它 可 能 用 于 进行 某 些 非 水 系统 的 反应 ,如 肖 体 激素 的 生 
化 转化 ,在 某 些 情 况 下 它 也 可 能 用 于 使 诅 促 水 解 反应 逆向 进行 ,如 固定 化 的 a- 重活 乳 蛋 白 酶 
可 在 高 深度 有 机 溶剂 中 催化 脂 合 成 .(3) 固 定 化 细胞 的 发 展 ,特别 是 固定 化 生长 菌 体 的 发 展 ， 
为 需要 畏 酶 系统 和 多 栈 系 统 进 行 的 反应 及 某 些 需 要 发 酵 进行 的 生产 提供 了 了 可能。 固定 化 阴 
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在 工农 业 生产 方面 的 应 用 近年 来 发 展 很 快 , 某 些 已 经 止 式 投产 , 某 些 尚 在 实验 阶段 。 
表 4-6 固定 化 酶 ( 细 胸 ?在 工业 生产 上 的 应 用 


Ga 2 国定 化 方法 | 原 料 现 Ж 
1. 工 - 氮 基 酸 хар 载体 结合 法 乙酰 -DPC- 氢 基 酸 |1969 投产 
2. ЖИРЕ НН ОКЕ ВАРЕЗ ОЬ: WH SHE 1973 97 
=m k 
3.6-АРА 35 5 Nk Rk RQ 载体 结合 W 38 G 1973 投产 
4. L-T 128 S R ЖГП ЕНІ БЖ 胶 格 包 埋 法 反 丁 烯 二 酸 1973 Же 
5. 工 -苹果 酿 ЕНЕТІН | 胶 格 包 坦 法 反 丁 烯 二 酸 1974 # p= 
6， 尾 乳糖 牛奶 ЯЕ СОАТЕ жез (ЖЕЗ 1977 投产 
т. ЯН ЖЕН 载体 结合 法 АВ 试验 中 
8. РЕН ша m IP As T ala IL ЖЫНЫ 蛋白 试验 中 
Е 
ә. ЖҮНІН ж 载体 结合 法 ЖЕН 试验 中 
10. 啤酒 жн 载体 结合 法 或 包 理 法 “| 生 啤 酒 试验 中 
11. 植物 白 陪 脂肪 酶 кылы 9 n 试验 中 
12， 脂 肪 酸 BB Wb E 载体 结合 植物 油 试验 中 
13. ЖЫ ЖЕНЕ |Ы 28 El BS Bi Lk 试验 中 
14. 1-99, 售 有 工 - 门 冬 氮 酸 .8 脱羧 酶 | 包 埋 法 L-T12 5 8Ë 试验 中 
BJ WK 
15. Ее ЖЕҢЕР 载体 结合 法 2, Wk-DL 3 基 甘 | 试验 中 
іе 
16, АТР 乙酰 激酶 载体 结合 法 ADP 试验 中 
17. 核 甘酸 类 味精 ВКО ЕНЕ, С-Н АРЗА ЕМА 试验 中 
脱 拨 酶 等 
18. 2, ЖТ Sacharomyces ХЕШЕНР 葡萄 糖 培养 基 试验 中 
catlsbergensis 或 ЖЕНЕ 
5, Cerevisiac 
19. 9 酒 同 上 АНЕЛ ТИН 试验 中 
ЖЕН 
20.Т.- 96 Serratia Аукен ЕНЕ 试验 中 
matcescens 
21. 2 № Acetobacter. зр жо F k a Bi 乙醇 培养 基 试验 中 
22.3 8 Еи: S BF BF 明胶 包 埋 试验 中 
23. 淀粉 本 Bacillus substilis FET S Kt kE tu JE 试验 中 
24. FF HK Bacillas sp. F: 4 8 Bi Re Ez ЕНЕ 试验 中 
25. 氧气 Clostridium butyricum ЕЖЕЛ 试验 中 


Big 4 Jr? 


Rhodospirillium rubrurn 


琼脂 包 埋 


应 用 内 容 
26. Жаһан” 


27. 脱毛 作用 


| 


! и f 固定 化 方法 

|Candida tropicalis BP Bb Et НЕ Е 试验 中 

Pseadomonasputida 聚 丙烯 酰胺 胶 包 埋 Ж 试验 中 

各 种 微生物 温 合 培养 ЖЯ Мад ж 水 试验 中 
甲酸 乙 酯 海绵 

Pseudomonas sp, ЕРЕН 亚 确 酸 ,. 硝 本 试验 中 

Місгосассив 


| deuitriticans | | 


人 从 18 以 后 为 图 定 北 生长 苗 的 应 用 
2226,27 ЕЕ ЕЖЕЛДЕ ЕДЕН ҚАЛАЙ 


2. 固定 化 酶 在 医药 治疗 上 的 应 用 
“游离 ”" 酵 用 于 治疗 时 有 一 些 “ 致 命 *" 组 点 , 即 “ 游 离 * 酶 注射 信人 人体 以 后 一 般 将 产生 3 个 
向 题 ;Q) 酶 作为 异体 物质 ,反复 应 用 会 导致 免疫 反应 ;(2) 酶 是 蛋白 质 ,在 体内 易 被 现状 内 皮 
系统 称 除 和 被 蛋白 酶 水 解 破坏 ;人 3) 由 于 稀 产 效应 ,药物 醇 无 法 集中 于 对 器 官 组织 忆 达到 最 
适 治疗 所 需要 的 高 请 度 。 溢 液 酶 的 这 些 缺 点 ,通过 选择 适当 的 载体 与 方法 将 药物 酶 固定 化 以 
后 就 能 逐一 地 加 以 解决 , 见 表 4-7。 


优 缺 点 


Жат 其 些 具有 代表 性 的 固定 从 药物 醇 
я Ж 
кі 血液 透析 装置 
ПЕРЕН 15 Dacron 脉 管 修 复 用 的 | 急性 白血病 | 约 了 天 
НЕН 
и ЖУ J, 42621 Ж 一 Ж 
脂肪 酶 оп Ж 肠衣 也 被 胰 机 能 不 全 |-Ж 
É5 34 655 B$ ЖЗ T Erik By E NÉ T i$ — ж m 24 h 
KË tr 8 DT 39368 BE 5 5 £r 
物 
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ч. лж 
СЗ 4. 
— #9 


K sx X SPE BE YE IK 
b si : BE 2 NE. НЖЖ 
形成 血栓 


тж 
缺点 :消亡 快 
ЖАНЕ, , 难 清除 


优点 , 抗 酸 


优点 ;最 适 РН 向 中 性 
#8 
缺点 : 易 移 除 


ñB 


S SUN RES 

ЕЗІ. 
әтеш 
ШЕЖЕ 


ӨЗЕНІН 


ХЗ 51 А 


体内 循环 


ЖЕРДЕ 


体内 循环 


体内 循环 


体内 牢 环 


应 用 对 象 мА ЖЕҢ 


тенкеетт 
Е 

脂 质 体 

ЖЕ Z, 8 IH, në 1 BH #& 


合 的 微粒 体 


АЕ 


3. 固定 化 酶 在 分 析 化 学 中 的 应 用 


ж Ж 


ЖАЯ 25 
天 缺失 ( 肝 ) 


18Һ 


补偿 先天 缺失 


к т 


TË 5 : 3 ТЕ, ЕЖ 
期 延长 


性 点 :无 免疫 抗原 性 
а. S ÉI nJ 8Ë ВВС 
中 突出 


优点 :载体 能 被 代谢 
缺点 :对 载体 和 内 含 物 
敏感 


优点 :不 需要 分 高 酶 
献 点 : 需 使 辅助 因子 打 
散 到 微粒 体内 


优点 :能 做 成 糊 状 
бл ЖЕРДЕ 


TE kyu n жені НИЕ НЕЕ, Г АНЕ. ЕНГЕН НЕ ЕМЕНІ 
柱 检测 器 。 酶 感应 器 是 将 酶 固定 并 结合 于 感应 器 上 组 成 的 分 析 装 置 ,包括 两 类 : (1) 酶 电极 ， 
可 以 测定 电流 变化 或 电压 变化 ,电流 变化 和 被 测 物 质 的 浓度 一 般 是 线性 函数 关系 ,电压 变化 
与 被 测 物 质 的 浓度 变化 则 为 对 数 关系 , 见 表 4-8;(2) 酶 反应 热 感应 器 ,通过 感应 酶 反应 过 程 
的 热 变化 进行 检测 。 
面 定 化 酶 柱 检测 器 包括 两 部 分 :如 定 化 酶 柱 和 检测 器 。 它 的 特点 是 酶 柱 和 检测 器 可 以 分 
离 组 合 , 即 同一 酶 柱 可 和 不 同 的 检测 器 自由 组 合 。 


表 4-8 其 些 酶 电极 
被 测 化 合 物 ІЗДЕН 
Ене АМР МНҰ 电极 
А е BE Pt /O; 电极 
рал ганы NH? 电极 
工 -氨基 酸 ІК ЕЛІҢ + 电 概 
ығ 8-WAS CS FE CN rB 8 
Іт ІТАЛ мні 电极 
Г-жа Е Е Pt/ 醒 电极 
метке рР/О, 电极 
ЖЕЖ Ад Pt/H;O: 电极 


测定 范围 (mol7L) 


10—%--10—° 
1074--107: 
10521072 
5X10 *—10 
1075--107% 


1075--107% 
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578 


被 测 化 合 物 ғана 


测定 范围 (mol/L) 


; 
葡萄 糖 -6- 碰 酸 B PEP RE FE ЕТА Pt /O; 电极 


Г-К # 2 B EE N$ NH: 电极 1071107! 
# 酸 07 Ре АНЯ 1074-10! 
Ж 青霉素 酶 PH 电极 1074107? 
L-3 Pi 34.FË 上 氨基酸 所 化 酶 NH: ні 10-%--10-7 
А НА А: ТЕЗЕ. Pt/H,O, 电极 10-%--107% 
12424121 БЕРЕН ІНЕ Р/Н,О, 电极 
қ кет СО, 1 107+--107! 
ж ж п Е СО, 电极 107%--1071 
мну 2 10%--10-! 
иы жен PH 641 
Р:/О, mi 


七 , 酶 的 改造 和 模拟 


为 适应 生产 实践 的 需要 ,在 采用 微生物 发 醇 生产 酶 的 同时 ,人 们 正 通过 各 种 方式 进行 本 
Воде 57 #99. 

1. 酶 的 改造 

(1) 加 固 酶 的 活性 结 槐 ,增强 其 稳定 性 

通常 有 以 下 办 法 : 漂 加 情 性 蛋白 、 盐 类 , 底 物 .辅酶 等 配 体 物 证 以 及 某 些 有 机 溶剂 如 多 聚 
醇 等 ,并 在 低温 下 保存 ;进行 化 学 修饰 ,特别 是 进行 分 子 内 分子 间 交 联 , 使 酶 活性 结构 得 到 
ЖЕБЕНІ. БІЗІ, НЫ ЖОН ЕВГЕНИЯ БІЛЕ ЕНЕ ТЕ ЕЖЕН ЗЕ ӨКЕН рТ 
化 衍生 物 后 可 以 经 受 长 时 间 高 温 处 理 , 用 成 二 醛 交 联 修 饰 的 兢 酸 化 酶 在 耐 热 , 抗 冷 等 方面 有 
保护 镍 用 ,用 右 旋 糖 醒 . 肝 束 等 修饰 胰 凝 乳 各 白 六 .枯草 杆菌 重 白 酵 . 尿 激酶 等 能 增强 它们 的 
稳定 性 ， 

(2) 改 变 酶 活性 的 4 种 方法 

外 化 学 修饰 ”可 以 针对 活性 中 心 部 位 ,也 可 以 在 活性 中 心 以 外 的 残 基 上 进行 ,而 且 后 者 
的 可 行 性 一 般 更 大 。 但 值得 绰 油 的 是 控制 修饰 条 件 十 分 重要 ,修饰 后 六 的 活性 可 能 上升 ,也 
可 能 下 降 , 专 一 性 以 及 对 辅助 因子 的 要 求 都 可 能 改变 。 例 如 ,用 乙 基 马 来 酰 亚 胺 修饰 芋 果 酸 
的 SH 基 , 可 使 其 原来 的 脱羧 往 活 性 和 还原 酶 活性 发 生变 化 。 
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QON S 9 ІП РОКА YE FE ЛЕР НАННЕ, Е IK RS ТЕЛІ BEES WS FE зе 
改变 。 

鲜 进 行 有 限 的 肽 链 水 解 ” 天 门 冬 氮 酸 酶 用 胰 蛋 白 酶 或 枯草 杆菌 蛋白 酶 竺 水解, 结果 使 
该 酶 的 活性 升 高 了 约 干 倍 , 有 趣 的 是 分 别 用 .上述 专 一 性 高 和 和 专 一 性 低 的 蛋白 酶 处 理 后 ,引起 
的 潘 竹 改变 效果 却 大 体 相 同 

QR P Le ” 它 能 使 酶 得 到 预见 性 的 修饰 与 改造 ,这 是 种 通过 计算 机 将 其 衍射 分 析 
技术 、 蛋 白质 溶液 构象 研究 与 基因 工程 技术 结合 在 一 起 进行 的 定向 收 饰 。 赂 如 ,将 来 源 于 枯 
草 杆 菌 的 酷 氨 梧 -*RNA 合成 酶 的 35 位 半 胱 氮 酸 撞 成 甘氨酸 后 ,可 增强 该 酶 对 ATP 的 结合 
B, 

C3) 消除 免疫 原 性 或 抗原 性 以 利于 医疗 应 用 

用 小 分 子 试剂 进行 眉 饰 ,例如 ,用 亚 硝 酸 脱 去 天 门 冬 氨 栈 膀 酶 内 -末端 蜡 亮 氮 酸 的 握 基 
与 赖 氨 酸 的 上 氨基 后 ,和 酶 的 活力 森 变 ,但 是 它 在 体内 的 学 寿 期 比 无 然 酶 长 2 倍 , 疗 效 也 显著 
提高 ;也 和 包括 用 水 溶性 大 分 子 一 特别 是 应 用 聚 乙 二 醇 进 行 保 护 竹 修饰 ,例如 用 聚 乙 二 醉 对 
工 - 谷 氨 酰 胺 酿 -LL- 门 冬 酰胺 酶 ,尿酸 酶 修饰 ,可 完 爹 消 除 它 们 的 抗原 性 和 免疫 性 , 减 慢 它们 寿 
动物 血液 循环 中 的 清除 速度 ,修饰 后 酶 的 活力 保存 15” 一 45 跌 。 

2. 酶 的 模拟 

这 是 根据 酶 的 作用 原理 研究 稳 拟 酶 的 活性 中 心 和 催化 机 制 ,用 化 学 合成 方法 制 各 高效、 
高 选择 性 ,结构 较 简 单 、 较 稳定 的 新 型 催化 剂 。 在 酶 的 税 拟 过 程 中 ,也 可 参照 酶 的 活性 结构 ， 
合成 简单 的 小 晓 。 例 如 ,有 人 合成 了 一 个 非 天 然 的 34 胀 , 它 与 单 链 DNA 有 亲 和 性 , 它 的 二 诊 
体 具 有 核糖 核酸 酶 活力 。 但 是 , 现 阶段 得 到 的 模拟 酶 无 论 在 健 化 效率 述 是 在 专 一 性 上 都 较 
差 ,要 达到 应 用 水 平 尚 需要 一 个 大 的 突破 才 行 。 


第 五 节 酶 的 重要 应 用 


洲 学 经 过 上 百年 的 发 展 已 经 成 为 生物 科学 的 一 门 基础 理论 科学 。 酶 催化 的 高 效 、 专 一 以 
及 无 需 高 温 , 高 夺 , 强 酸 , 强 碱 条 件 对 于 普通 的 化 学 仅 化 反应 来 说 是 一 个 决定 性 的 飞跃 ,因此 
对 酶 的 研究 成 果 不 仅 会 给 催化 反应 理论 , 仙 化 剂 的 设计 、 药 物 的 设计 和 作用 原理 ,疾病 的 诊 
断 和 治疗 及 遗传 和 变异 等 各 方面 提供 理论 依据 ,新 的 思想 、 新 的 概念 ,而 且 在 工业 \ 农 业 、 医 
疗 各 方面 都 有 十 分 重大 的 实际 意义 。 

得 和 工农 业 生 产 、 医 学 实践 的 关系 可 大 体 概括 为 如 下 3 个 方面 。 


一 、 酶 制剂 的 应 用 


这 是 应 用 最 早 .成效 显 著 , 研 究 也 较 活跃 的 一 个 方面 。 
1. 酶 制剂 在 工农 业 生 产 上 的 应 用 
首先 它 可 用 于 如 工 生产 ,例如 :用 相应 的 酶 水 解 淀粉 ,蛋白质 和 核酸 以 生产 葡萄 糖 .氨基 
酸 和 核 苷 酸 , 用 核 苷 磷酸 基 转移 酶 使 肌 背 磷酸 化 以 生产 5 - 肌 苷 酸 ;用 葡萄 精 异 构 酶 转化 葡 
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ЈЕО РРА Sit Ik 87k L X ER] Yi ЯК МЕМ РЕ Жа FI EE РАТИ BJ 
蛋白 酶 水 解 猪 型 的 胰岛 素 B 6622 35 KN (В 2 Е 2 АЯН ЗА, 

ЕНІНІҢ, n] Н T pr t 788 ph МІНЕ, АГА. BJ BIB ДЕКАН АҚ АЛЕ ,使 之 增加 
奶油 风味 :用 果 咬 酶 澄清 果 计 WILL F BS PRESL ы HRH E BS. EE P Bs Ë ЖЕН 
Jj 206, ЕЛЕНЕ. ЕМЕН ë 2 sz H Pt #E 58; tB, n] Efe in rr iS ПІЛГЕ ДЕД ЕЕ. ЕЖ 
КЕШЛ. 

Крра ар R] F sa, П. 2582] ТЕА 3 aB ЗК, АЕР АЕТ) 
料 .缩短 工艺 时 间 ,还 可 以 减轻 劳动 强度 Ба wa P= ha Ba Ek. ААА ЧИА SE: ЕА, БЕЕЕЛІЗЕ ВЕ 
Жж ТК ан, УА А З ЕНДІ, Ж.А ИЕН ЖИ 
六 时 间 短 .去 污 能 力 强 、 能 延长 势 织品 的 寿命 等 优点 ， 

最 后 , 酶 制剂 也 可 能 在 处 理 三 废 上 发 挥 很 大 的 作用 ,现在 趋向 来 用 男 定 化 酶 或 固定 化 微 
生物 处 理 法 代 苦 目前 广泛 应 用 的 微生物 曝 气 法 .例如 ,将 茄 病 镰刀 酶 中 分 离 出 来 的 分 解 御 化 
物 的 酶 固定 化 后 ,高达 2 000 ppm ЖЖ Н АРЕ: АПА ЖҚ ЕН ЖЕ. 

酶 制剂 在 工农 业 应 用 上 的 主要 问题 是 :寻找 合适 的 酶 源 , 降 低 酶 的 生产 成 本 , 制 成 有 效 
的 剂型 和 建立 高 产 的 工艺 祭 件 。 

2， 酶 制剂 在 医疗 -上 的 应 用 

СО ХЕ ЕМЕЛ ЕРНІ, ,主要 由 蛋白酶 .脂肪 酶 .淀粉 酶 .纤维 素 酶 等 水 解 入 
组 成 。 后 来 发 现 有 色 人 种 缺乏 乳糖 酶 ,出 幼儿 在 摄取 牛奶 时 不 易 消化 而 下 列 , 因 此 有 时 在 消 
化 酶 中 也 包括 了 和 乳糖 酶 。 消 化 酶 的 改进 方 铅 是 将 上 述 各 种 酶 以 合理 的 配 比 做 成 有 一 定 稳定 
ВЕКОВЕ 38. 

(218 8 88. ЛАА Н 25 3138 Е НЕМЕН , ВНЕ ЕНЕН ЕВ, 
蛋白 酶 等 治疗 炎症 .浮肿 等 疾患 以 及 分 解 坏死 组 织 。 作 为 消炎 酶 使 用 的 还 有 核酸 酶 ЕНІН 
等 。 链 激酶 . 尿 激 酶 .尿酸 酶 也 可 以 划 属 消炎 酶 ,前 二 者 的 作用 是 去 除 疾 血块 .治疗 血栓 静脉 
炎 等 ,后 者 则 用 以 分 解 尿酸 以 治疗 关节 炎 。 消 炎 酶 的 需求 量 正在 迅速 上 升 , 已 有 超过 消化 本 
的 趋势 。 

(3) 抗 肿瘤 酶 ; 它 与 其 他 抗 肿瘤 药物 的 治疗 机 制 完全 不 同 ; 正 常 细 胞 具有 工 - 门 冬 酰 胶合 
成 酶 等 酶 类 ,因而 可 以 从 荆门 冬 毛 酸 、 工 - 洛 毛 酰胺 以 及 酮 林 诫 珀 酸 酰胺 等 获得 所 需要 的 L- 
门 安 酝 胺 ,但 是 肿瘤 细胞 缺乏 这 些 酶 ,只 能 从 血液 中 获取 .在 这 种 情况 下 ,如 困 给 肿 癌 患者 投 
注 亏 - 门 冬 酰 胶 梅 ,切断 外 源 供 应 ,那么 肿瘤 细胞 就 会 因为 缺少 必需 的 天 门 冬 酰 胶 而 “局 死 ”。 
据 报 道 , 谷 氨 酰 驻 酶 . 精 气 酸 酶 .丝氨酸 脱水 酶 . 苹 丙 氨 酸 氮 解 酶 以 及 亮 氨 酸 陪 气 酶 等 也 具有 
ТҮННЕН. 

СаО ЕВЕ ОТЕ ВЕЛЕ ЕН ЕМЕНІ ЕЕ /РЖІОЖЫ Е. 
从 理论 上 来 说 解决 的 办 法 有 3 种 :中 通过 遗传 手段 在 染色 体 基 因 组 中 补 进 所 需要 的 缺失 基 
因 ,但 这 一 途径 目前 尚 无 现实 意义 ;@@ 供 给 患者 特种 食品 , 即 供给 不 含 缺失 酶 底 物 的 食物 ,这 
一 办 法 相当 复 染 而 且 代 价 高 曲 ; 全 向 患者 提供 所 缺失 的 酶 ,这 一 设想 早 在 1964 年 开始 展开 ， 
主要 用 于 治疗 与 溶 酶 体 有 关 的 酶 缺 失 疾 忠 。 例 如 ,用 淀粉 蕴 萄 糖 此 酶 治疗 糖 原 堆积 症 已 获得 
了 一 定 的 成 功 ,近年 来 人 们 正在 尝试 通过 凸 定 化 酶 来 最 丛 解 决 这 一 问题 。 

《5) 其 他 治疗 酶 ;这 包括 用 透明 质 酸 酶 提高 毛细 管 的 通 透 性 ,增进 药物 的 吸收 效果 ,用 右 
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已 知 胰 脏 中 含有 约 14 种 酶 类 。 在 胰 胜 的 综合 利用 中 发 现 , 其 中 人 洁 有 客 种 酶 类 可 应 用 于 
药物 中 ， 

全 上 莽 基 放 酶 : 它 具 有 舒张 血管 及 大 动 驴 的 作用 ,用 于 高 血压 .冠状 血管 及 动脉 血管 弄 化 
的 治疗 。 

含 弹 性 蛋白 酶 : 常 被 用 于 治疗 动脉 硬化 ,并 具有 降 血 脂 的 疗效 。 

合 胰 蛋白 酶 :是 一 种 消化 药 , 还 可 用 于 治疗 化 脓 性 省 疡 、 有 肿 、 疮 闪 , 忠 磁 , 并 可 加 快 伤口 
аб, 

二 蛋白 酶 ,治疗 伤口 积 血 , 血 肿 ,各 种 炎症 ， 

ОКЕ, :消化 蛋白 质 及 用 于 多 肽 结构 的 测定 ,其 有 抗 冶 作 用 。 

图 胰岛 素 , 可 用 于 治疗 糖尿 病 .精神 分 裂 症 .肝炎 J bu TEB. 

SOD 一 一 超 氧 化 物 歧 化 酶 : 

SOD 20 Шер 70 年代 开始 进行 深入 研究 的 一 种 药 用 酶 ,发 展 很 快 ,近年 来 国际 已 召开 
了 多 次 学 术 讨 论 会 。 我 国 于 1988 年 .1990 年 也 分 别 召 开 了 两 次 学 术 讨 论 会 。SOD 的 动物 红 
细胞 提取 各 杂 用 生物 技术 生产 均 已 日 不成 热 。SOD 最 有 希望 用 于 医学 临床 领域 ,除了 治疗 
类 区 湿性 关节 炎 、 心 胜 病 以 及 其 他 的 心血 管 疾病 .器 官 移植 .器 官 再 植 ,SOD 还 用 于 预防 和 
治疗 缺 血 组 织 局 部 的 气 自 由 基 引 起 的 损害 。 这 一 点 日 益 引 起 人 们 的 重视 。SOD 的 化 学 修饰 
( 右 旋 糖 栈 , 低 分 子 聚 芒 糖 ?在 国内 已 获得 成 功 ,使 其 体内 半 吉 期 从 原来 的 5 min 分 别 延 长 到 
7h.14bh 和 35h, 为 临床 发 挥 药 效 展 示 了 良好 的 前 景 。 

用 含 2 一 20 个 酰基 和 4~~20 个 碳 原 于 的 饱和 或 者 不 饱和 脂肪 酸 的 酰 化 后 的 SOD 入 生物 
可 治疗 和 预防 肺 部 疾 忠 ,眼角 膜 溃 疡 .辐射 引起 的 皮肤 溃疡、 皮炎 .烧伤 .胃炎 及 置 渡 疡 等 ,还 
可 以 将 其 做 成 血液 稳定 潭 。 

SOD 经 过 修 怖 后 可 用 于 化 妆 品 ,其 对 皮肤 的 作用 如 皮肤 营养 .角质 改善 ,皮肤 的 润 溢 
性 、 弹 性 等 指标 均 比 对 照 组 天 然 的 SOD 好 ,并 且 制 品 在 外 观 和 嗅觉 圭 没 有 异常 。 但 是 天 然 
SOD 对 黑 皮 病 和 肝 斑 有 较 好 的 效果 。 经 过 多 糖 (分 子 景 6 万 一 9 万) 修饰 的 SOD 也 被 证 明 对 
皮肤 营养 不 良 及 皮肤 干燥 ,老化 有 预防 效果 。 

药物 酶 的 应 用 虽然 远 未 达到 预期 的 水 平 ,但 近年 来 这 是 十 分 活路 的 研究 领域 ,特别 是 以 
注射 方式 使 用 药物 酶 目前 还 存在 着 一 些 急需 解决 的 问题 ;中 异体 蛋白 引起 的 免疫 反应 ,加 酶 
制剂 纯度 不 高 时 ,杂质 将 引起 的 各 种 副作用 ; 命 酶 在 体内 容易 被 降解 .被 代谢 , 药 效 期 太 短 ， 
多 将 药物 定向 分 布 到 所 需要 的 组 织 细胞 中 去 。 药 物 酶 目前 的 发 展 方向 是 将 它 制 成 微型 腕 塞 
或 制 成 酶 的 入 生物 。 俩 如 ,可 将 酶 包 埋 固定 于 水 溶性 或 水 不 溶性 的 高 分 子 载体 中 ,也 可 以 将 
酶 包 埋 于 血 影 细 胞 或 脂 质 体 中 ,这 样 既 能 够 使 酶 与 免疫 系统 ,蛋白 矢 隔 离开 ,将 栈 保 护 起 来 ， 
同时 也 有 助 于 药物 被 细胞 吸收 。 某 些 情况 下 ,在 脂 质 体 等 载体 上 引入 一 定 的 蕉 码 , 还 可 能 起 
导向 作用 ,即将 药物 酶 引 向 相应 的 治疗 部 位 。 药 物 酵 还 有 一 种 发 展 趋势 就 是 将 相应 的 药物 醇 
固定 后 ,组 成 < 人 工 脏 器 ", 用 于 治疗 先天 性 徐 缺 失 疾患 以 及 组 织 功能 训 疯 所 引起 的 疾患。 

醴 制 剂 工业 作为 一 种 新 型 的 行业 在 近 20 年 来 得 到 了 迅速 的 发 展 , 到 1974 年 全 世界 酶 的 
销售 量 不 过 4 000 万 美元 ,而 1984 年 年 产值 达到 了 4 亿美 元 。 酶 制剂 各 种 应 用 的 比率 大 致 如 
3: 4-9, 
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ВЕК 按 应 用 类 型 分 类 


1. ЖЕ 15 1. КУЕ 35 
2. ЕНІ 65 2. Ш 25 
3. 医药 .诊断 .研究 月 酶 15 . Е 25 25 


4. СИНЕ ЖӘНЕ» :其 他 


二 、 酶 分 析 的 点 用 


所 谓 酶 分 析 ,就 是 通过 对 酶 反应 的 测定 来 达到 化 学 分 析 和 临床 检定 目的 的 一 类 分 析 方 
法 。 酶 分 析 包 括 两 种 类 型 ,一 类 是 以 酶 为 分 析 工具 的 分 析 , 另 一 类 是 以 酶 为 分 析 对 象 的 分 析 ， 
前 者 又 称 为 酶 法 分 析 , 后 者 又 称 为 酶 活力 测定 。 这 两 类 分 析 在 涉 理 和 方法 上 基本 相同 。 

1. 酶 法 分 析 

酶 作为 高 效 、 高 度 专 一 的 催化 剂 ,可 作为 分 析 试 剂 或 分 析 工 具 用 于 检测 样品 (如 食品 、 药 
物 以 及 体液 等 ) 中 某 种 物质 的 含量 . 酶 法 分 析 的 应 用 范围 很 广 , 凡 是 与 酶 反应 有 关 的 物质 ,如 
酶 的 底 物 、 辅 一 因子 , 荔 到 酶 的 抑制 剂 等 ,都 可 用 这 种 分 析 方 法 进行 测定 。 应 用 这 一 类 方法 
时 ,通常 先 根据 待 分 析 对 象 选择 一 种 适当 的 “工具 酶 ”进行 酶 反应 ;同时 弄 助 物理 方法 或 化 学 
方法 加 以 跟踪 窒 测 ,最 后 再 根据 酶 反应 的 动力 学 将 测 得 的 结果 分 析 处 理 后 就 可 得 知 所 要 检 
测 的 物质 的 含量 。 例 如 ,测定 发 陕 产品 中 某 握 基 酸 的 含量 ,可 选择 专 一 于 该 氨基 酸 的 陪 湖 酶 
作为 工具 酶 ,在 这 种 情况 下 被 测 对 象 是 酶 的 底 物 ,根据 酶 反应 过 程 中 放出 的 CO: 就 可 以 计算 
出 该 所 基 酸 的 含量 。 

与 一 般 的 化 学 方法 相 纪 ,和 酶 法 分 析 有 如 下 优点 : 

《1) 用 来 对 复杂 体系 (如 发 醇 液 或 体液 等 ) 中 某 一 成 分 进行 简便 、 专 一 的 分 析 。 用 一 般 的 
化 学 分 析 法 进行 检测 前 ,必须 进行 一 系列 得 杂 的 精制 、 茶 到 等 预 处 理 , 但 是 用 酶 法 分 析 时 则 
没有 这 种 必要 ,因为 酶 是 高 度 专 一 的 催化 剂 , 它 能 选择 地 作用 其 中 被 分 析 的 成 分 ,使 之 发 生 
变化 而 加 以 测定 。 很 多 被 测 物 质 本 身 很 不 稳定 ,用 普通 的 化 学 方法 进行 分 析 时 ,可 能 在 预 处 
理 过 程 中 就 已 被 破坏 了 ,但 是 酶 分 析 既 无 须 预 处 理 , 而 且 反 应 条 件 温 和 ,就 无 这 种 破 讨 之 广 。 

(2) 一 些 物质 的 测定 甚至 没有 人 简便、 直接 的 纯化 学 分 析 可 用 ,此 时 可 借助 酶 分 析 ,如 辅酶 
А.Ж Е. 

酶 法 分 析 的 主要 问题 是 需要 有 适宜 的 ,高 纯度 的 .高 比 活 力 的 工具 酶 ,因而 所 需 的 代价 
较 高 ;其 次 ,工具 酶 在 酶 法 分 析 中 只 起 一 种 温和 而 且 专 一 的 预 处 理 作用 ,最 终 测 定 仍 需 采用 
化 学 方法 或 物理 化 学 方法 检测 ,因此 , 酶 法 分 析 本 身 也 需要 不 断 地 吸取 分 析 化 学 ,特别 是 近 
代 仪 器 分 析 的 先进 成 果 来 武装 自己 ,发展 自 己 。 

《3) 某 些 情况 下 ,在 与 所 选择 的 工具 酶 反应 后 直接 进行 测定 仍 不 够 理想 ,此 时 可 加 入 “个 
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酶 ,因为 反应 生成 的 NADPH 很 易 检 测 ,而 且 灵 敏 度 很 高 ,可 检 出 的 波 魔 达 10 2 mol/mL., 

这 种 用 于 酶 分 析 的 偶 联 体系 ,要 求 “ 偶 联 指 示 酶 "具有 比 工作 酶 更 高 的 活力 水 平 。 

酶 法 分 析 的 发 展 趋势 是 ,首先 是 简便 化 ,如 将 工具 酶 固定 于 滤 继 条 上 做 成 “检测 试纸 *。 
例如 ,可 将 葡萄 糖 氧化 酶 .过 气 化 物 酶 和 邻 联 苘 香 腔 类 的 色素 兰 组 合 在 一 起 制 成 尿 糙 试纸 ， 
用 时 只 要 将 试纸 在 病人 尿 液 中 泽 涅 ,根据 一 定时 间 后 产生 的 颜色 深 线 ,就 能 估 测 出 其 中 葡萄 
糖 的 含量 .其 次 是 微量 化 .连续 化 .自动化 ,通常 的 办 法 是 将 工具 酶 做 成 酶 电极 或 将 工具 酶 固 
定 化 做 成 酶 管 或 酶 柱 , 然 后 和 检测 装置 偶 联 。 例 如 临床 上 现在 发 展 的 一 种 葡萄 糖 氧 化 酶 电 
极 ,只 要 通过 观测 氧 阴 极 上 的 电位 的 变化 ,就 可 简便 地 检 知 液体 中 微量 的 葡 欧 糖 。 这 些 检测 
仪 近 年 来 进一步 和 计算 机 、 自 动 装置 结合 ,以 用 于 自动 连续 检测 。 

2. 本 活力 测定 

目前 这 类 分 析 主 要 用 于 辅助 临床 诊断 , 常 通过 检测 体液 《特别 是 血清 或 血浆 ?中 其 些 酶 
活力 作为 早期 诊断 .鉴别 诊断 以 及 预后 的 参考 。 

酶 是 细胞 内 合成 的 ,体液 内 的 酶 都 是 来 自 细 胞 .引起 体液 内 酶 水 平 变化 的 大 致 有 以 下 几 
种 原因 

(1 组 织 病 变 导 致 膜 平衡 前 破坏 、 在 正常 情况 下 ,细胞 和 细胞 外 滚 的 锌 度 一 般 有 很 大 的 
梯度 ,只 有 在 细胞 不 断 更 新 的 过 程 中 酶 才 少 量 地 渗入 血液 中 .但 是 , 当 绍 胞 感染 炎症 时 ,了 酸 就 
可 能 太 量 地 释放 到 体液 中 去 ,例如 ,人 洛 草 转 谢 酶 在 心肌 中 含量 最 高 ,心肌 神 死 疾患 情况 下 ,由 
于 组 织 坏 索引 起 细胞 通 透 性 增 大 , 故 串 者 血清 中 的 谷 草 转氨酶 显著 升 高 ,高 峰 时 可 达 正 常 值 
的 10 和 倍 以 上 。 

(2) 细 胞 病变 引起 合成 机 能 异常 ,其 中 有 的 因 疾 患 而 合 威 下降 。 钢 如 ,有 一 种 称 为 “血浆 
特异 本 ?的 卵 磁 脂 蛆 固 醇 转 荚 基 酶 , 它 是 在 肝 细 胞 内 合成 后 分 小 到 血液 而 发 挥 生理 作用 的 。 
肝 类 患者 此 酶 合成 下 降 ,因而 它 在 血清 中 的 水 平 低 于 正常 。 

(3 疾患 导致 酶 分 沁 排 出 受阻 ,使 酶 转 流 和 血液 中 ,这 也 是 血清 中 醇 活 性 水 平 变化 的 原 
因 。 例 如 , 征 阻 性 黄 痕 或 瘤 转移 至 肝 肚 使 胆管 阻塞 时 ,血清 中 焉 性 豆 酸 酶 升 高 。 

《4 药物 直接 影响 酶 的 活性 ,如 有 机 现 中 毒 使 血清 中 乙酰 胆 束 王 醒 的 活性 受到 不 可 逆 的 
HH). 

酶 用 于 临床 诊断 的 确 具 有 一 定 的 参考 价值 ,但 是 也 存在 一 个 根本 性 的 问题 ,这 就 是 特异 
性 不 高 。 例 如 ,血清 淀粉 梅 升 高 常 作为 急性 胰腺 炎 的 指标 ,但 是 唾液 腺 炎 、 急 性 习 腺 炎 、 穿 孔 
性 肠 膜 类 ,特别 是 十 二 指 肠 汗 癌 等 疾患 也 可 能 引起 血清 淀粉 酶 开 高 。 为 了 解决 这 一 问题 , 现 
在 采取 的 办 法 是 : 

作 寻 找 组 织 特异 酶 ”如 酸性 磷酸 姨 酶 主要 来 自前 列 腺 组 织 ,乙酰 胆 硕 酯 酶 主要 来 自 红 
РР, КАЕ Е ВЕТРЕ Р РТ. 

уди FL ЕТ ”因为 有 些 酶 虽 不 是 组 织 特异 的 ,但 是 同一 种 酶 在 不 周 组 织 可 能 表 
现 为 不 同 的 同 工 酶 谱 , 通 过 电泳 或 其 他 一 些 方法 能 加 以 鉴别 。 

时 酶 谱 比较 ”由 于 每 一 组 织 都 有 其 特征 酶 谱 , 因 此 同时 测定 并 比较 几 种 血清 酶 的 变化 ， 
能 使 获得 的 结果 具有 较 确 切 的 意义 。 例 如 ,可 以 同时 测 GOT/GPT, 也 可 以 同时 比较 血清 酶 
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S ТЕН ИННА Қ St N BS W| 2 48 ЕМЕ ,因此 推测 葡萄 糖 的 分 解 代谢 由 糖 酵 解 途径 
转向 了 成 糖 支 路 ， 

聊 活 力 测定 的 发 展 方向 是 ; (1) 科 便 化 ”和 和 酶 法 分 析 一 样 ,制备 成 各 种 检定 纸 片 。 饮 如 ， 
用 以 2,3,4- 三 莱 基 四 唑 漫 溃 的 纸 片 做 成 细菌 检定 纸 片 ,根据 是 知 有 还 康 醇 作用 而 生成 红色 
以 判断 细菌 污染 情况 。《2) 自动 化 ”这 是 诊断 与 研究 需要 进行 大 量 测定 时 惟一 的 解决 方法 ， 
可 分 为 全 自动 与 半自动 两 种 类 型 。 

在 结束 酶 分 析 的 讨论 前 ,值得 提 到 的 还 有 20 世纪 70 年 代 初期 从 免疫 化 学 发 展 起 来 的 酶 
ЕТ, 由 于 这 类 分 析 能 将 免疫 学 方法 的 专 一 结合 的 特点 和 醇 的 高 效 俱 化 特点 很 好 地 
结合 于 一 身 ,因此 近年 来 越 来 越 受 到 重视 。 醇 标 免疫 分 析 是 将 酶 作为 标记 物质 ,使 之 和 抗体 
《或 抗原 ?结合 形 成 酶 与 抗体 (或 抗原 ?复合 物 , 然 后 再 根据 待 测 抗原 (或 待 测 抗体 ) 与 上 述 复 
合 物 专 一 旦 定量 的 结合 关系 ,通过 测定 与 待 测 抗原 (或 抗体 ?结合 的 标记 酶 的 活力 ,从 而 计算 
出 抗原 (或 抗体 ) 的 重 。 酶 标 免疫 分 析 和 莹 光 免 间 分 析 或 放射 免 普 分 析 相 比 有 下 述 优点 :不 需 
要 特殊 复杂 的 设备 和 仪器 ,灵敏 度 高 ,重复 性 好 ,对 健康 无 害 . 这 各 方法 现 已 扩展 到 许多 学 科 
领域 ,检测 对 象 并 不 限于 抗原 或 抗体 ,也 可 用 于 许多 药物 .激素 稳 抗 菌 寄 甚 至 酶 的 测定 。 


三 , 酶 生物 学 知识 的 频 用 


如 困 掌 握 了 酶 的 生物 学 规律 ,就 有 可 能 使 酶 在 生产 实践 中 发 挥 更 大 的 作用 .在 医学 和 农 
业 中 ,可 根据 正常 与 病理 情况 下 酶 水 平 的 变化 来 探讨 发 病 的 原因 ,指导 药物 的 筛选 积 应 用 。 
在 工农 业 生 产 中 ,特别 是 在 发 酝 生 产 中 ,可 通过 对 外 界 条 件 的 控制 .遗传 因子 的 改造 来 进行 
代谢 调节 ,使 生物 朝 着 人 类 需 可 的 方向 发 展 。 以 下 篇 述 直 接应 用 的 几 个 方面 ， 

1. 药物 .农药 和 塞 物 

现在 应 用 的 许多 药物 .农药 都 是 酶 的 抑制 剂 .由 于 它们 能 抑制 病菌 .昆虫 等 的 某 些 “关键 
酶 ", 从 而 导致 其 代谢 和 机 能 紊乱 ,造成 其 疾病 或 死亡 。 最 为 人 熟知 的 应 用 就 是 磺胺 药 , 这 是 
根据 某 些 细菌 需要 对 氨基 基 甲酸 衍生 物 为 辑 酶 ,而 这 些 辅酶 参与 的 反应 有 的 直接 关系 到 细 
菌 栖 内 的 核酸 合成 ,磺胺 是 该 辅酶 物质 的 竞争 性 类 似 物 , 它 能 搞 制 上 述 反 应 ,因此 能 捉 制 或 
杀 死 细菌 达到 治疗 的 旭 的 ,另外 为 人 们 熟知 的 有 机 碰 农 药 ,他 们 的 作用 机 理 是 能 强烈 地 换 制 
乙酰 胆 破 酯 酶 ,引起 尾 虫 生理 失调 最 后 导致 死亡 。 根 据 对 该 酶 结 梅 功 能 的 研究 ,现在 已 经 制 
造 出 了 狗 种 高 毒性 的 有 机 磷 化 合 物 。 基 于 同样 的 原理 ,也 设计 出 了 各 种 有 效 的 解 寒 药物 ,如 
解 磷 定 等 。 它 是 从 “相反 的 方向 " 竟 争 性 地 将 有 机 磷 化 合 物 从 梅 上 拉 下 来 ,使 梅 从 抑制 中 解 枢 
出 来 ,从 而 恢复 该 酶 的 正常 功能 。 现 在 用 的 “ 解 磷 定 ” 正 是 当时 适应 国防 需要 而 设计 出 来 的 ， 
同样 , 础 者 等 砷 化 合 物 解毒 药物 二 斑 基 再 醇 也 是 当时 用 来 对 付 发 泡 糜烂 性 的 路 易 斯 毒气 而 
产生 的 。 

现在 应 用 的 许多 农药 或 治疗 药物 对 虫 . 菌 、 染 草 和 病理 组 织 有 非常 强烈 的 作用 ,但 是 它 
们 往往 都 缺乏 选择 性 , 即 其 在 杀 死 虫 . 菌 、 杂 草 , 癌 细胞 等 的 同时 ,也 可 能 伤害 正常 的 作物 , 正 
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常 的 组 织 细胞 ,或 者 残留 下 来 影响 人 冀 健 康 , 这 样 就 大 大 限制 了 它们 的 应 用 。 为 了 解决 这 一 
问题 ,可 根据 不 同 生物 何 中 酶 或 酶 系统 的 特征 .正常 和 病理 组 织 中 酶 或 酶 系统 的 差别 ,找到 
或 者 设计 制造 出 专 一 性 很 高 的 农药 和 治疗 药物 。 例 如 除草 剂 DCPA(3,4- 二 毛 丙 栈 巷 蒜 胶 ) 
能 有 效 地 杀 死 特 草 等 ,但 毫 不 伤害 它 的 “近亲 “一 稻 , 原 四 在 于 稻 的 过 叶 中 有 一 种 DCPA Ж 
解 酶 ,而 穆 草 则 不 存在 ;又 例如 ,根据 某 些 癌 细胞 中 酯 酶 活力 比 正 常 的 细胞 低 得 多 的 特点 , 设 
T T 2,2- 二 (2- 毛 乙 琉 ) 乙 酸 乙 酯 ,这 种 药物 能 抑制 肿 装 生 长 ,但 进入 正常 的 细胞 后 就 被 迄 速 
地 水 解 , 化 为 低 毒 物质 代谢 排出 ,因此 它 能 专攻 癌 细 胞 ,用 以 治疗 何 杰 金 氏 及 乳房 癌 有 良好 
疗效 。 

以 上 讨论 说 明 , 如 时 同时 能 找 出 不 同 生 物 疝 .正常 和 病理 细胞 间 的 酶 或 酶 系统 的 特征 差 
别 ,就 可 能 使 这 些 药物 带 上 “导弹 ”, 使 之 选择 性 地 发 挥 药物 的 作用 。 

关于 药物 和 农药 的 耐 药 性 问题 ,应 用 酶 的 生物 学 知识 也 可 能 有 助 于 解决 .如 卡 那 辟 素 在 
载 有 及 因子 的 划 兰 氏 阴 性 细 蕊 体内 就 可 能 诱导 出 卡 那 霉 素 磁 酸 激 酶 或 转 乙 酰基 酶 ,它们 能 
分 别 作 用 卡 那 每 素 的 3-OH 基 而 形成 故 酸 酯 衍生 物 或 作用 6'-NH; 形成 酰胺 入 生物 ,使 卡 那 
每 素 失 效 。 因 此 ,只 要 将 这 种 药物 改造 成 上 述 酶 不 能 作用 的 入 生物 后 ,就 有 可 能 提高 其 抗 而 
药性 的 能 力 。 

2. 提高 产品 的 产量 

(1) 添 加 醇 的 抑制 剂 ; 在 柠檬 酸 的 发 醉 中 总 会 伴随 产生 一 定 比 便 的 蜡 神 檬 酸 , 这 是 由 于 
菌 体 内 同时 存在 有 上 顺 乌 头 酸 酶 , 它 能 使 部 分 柠檬 酸 转化 为 异 柠 樟 本 ,此 时 在 发 酵 系 统 中 深 加 
气 乙 酸 等 抑制 剂 或 限制 其 中 Fe 熙 的 供应 ,就 可 以 减少 蜡 祥 述 酸 的 生成 ,提高 柠 桩 酸 的 产量 。 
通过 诱 变 获 得 对 氟 乙 酸 敏感 的 突变 株 , 也 能 提高 样机 酸 的 产 率 。 

(2) 控 制 代谢 系统 中 的 关键 酶 :以 赖 氨 酸 生产 为 例 , 它 可 采用 几 种 菌 进行 生产 ,其 中 常用 
的 为 黄色 棒状 短 杆 菌 ,其 合成 调节 机 制 如 图 4-28。 

该 苗 的 特点 是 介质 中 的 赖 氨 了 酸 对 分 支 途径 的 第 一 个 酶 一 -二 氢 吡 啶 羧 酸 合成 酶 没有 反 
镇 调控 作用 ,只 有 融入 酸 与 苏 氮 酸 对 门 科 氨 酸 激 酶 表现 协同 性 反馈 抑制 。 根 据 这 一 特点 , 显 
然 内 要 能 控制 苏 氨 酸 的 浓度 ,协同 反馈 抑制 就 可 克服 , 赖 氮 酸 就 可 大 量 合 成 。 后 来 获得 了 高 
丝 毛 酸 脱 乞 酶 向 和 失 的 变异 株 , 在 进行 这 种 扎 陶 变 蜡 穆 的 培养 时 必须 供应 外 源 的 苏 氮 酸 与 甲 
硫 氮 酸 。 结 果 表 明 , 应 用 这 一 变异 株 时 ,如 果 将 苏 氨 酸 供应 维持 于 限定 浓度 内 ,那么 培养 液 中 
的 赖 氨 酸 就 可 大 大 提高 ,达到 40 g/L。 

(3) 应 用 酵 制 剂 , 其 作用 机 理 是 在 发 酵 体 系 中 添加 某 些 酶 制剂 后 ,可 以 增 大 黄体 细胞 的 
通 透 性 ,从 而 克 跟 友 蚀 抑制 。 以 哮 氨 小 杆菌 生产 谷 氨 酸 为 例 , 有 人 报道 ,用 7%% 的 甜菜 糖蜜 为 
糖 源 时 ,如 果 在 发 酵 10 h 后 添加 0. 08 多 的 深蓝 酶 ,经 过 48h 的 发 醇 , 谷 氨 酸 产量 可 提高 6 信 ; 
如 果 在 发 酵 4h 后 添加 10 单位 /ml 的 脂肪 酶 ,那么 48 h 的 产量 可 提高 12 倍 。 当 然 这 种 办 法 
成 本 较 高 。 

酶 在 生产 实 贱 上 发 挥 荐 很 大 和 的 作用 ,而 且 冀 燕 着 极 大 鸭 潜 力 。 随 着 醇 学 的 发 赃 , 它 的 应 
用 还 将 跃 入 更 新 的 境界 ,展现 更 宽广 的 前 景 。 
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第 五 章 ”核酸 化 学 


K+ ESE FN] 

核酸 是 遗传 物质 
Ж.Н 

核酸 的 结构 .功能 .性质 及 分 离 
病毒 的 结构 、 功 能 及 DNA 突变 
基因 工程 简介 


i 


FA Tá ш 


第 一 ”核酸 是 遗传 物质 


分 子 遗 传 学 是 一 门 新 兴 的 学 科 . 它 是 1953 年 Waston 和 Crick 提出 了 DNA ЯНА 
模型 ,并 用 它 闭 明和 游 传 物质 复制 后 建立 起 来 的 学 科 。20 世纪 60 ЕЖ, АПАТЫ 
和 和 蛋白 质 合成 主 程 ,建立 了 中 心 法则 ,与 此 同时 也 揭示 了 基因 调 掩 原理 以 及 帘 变 的 分 子 基 础 
等 知识 ,这 就 大 大 二 丰富 了 分 子 遗 传 学 的 内 容 。 分 子 遗 传 学 的 发 展 , 推 动 了 其 他 学 科 如 医学 、 
农学 及 工程 学 的 发 展 。1981 年 ,我 国 科 学 家 率先 合成 了 其 有 生物 活性 的 酵母 Ala-t+RNA 分 
子 , 处 于 世界 先进 行列 。 


一 、 什 么 是 遗传 物质 


简单 地 说 ,遗传 现象 是 指 生 物 繁 殖 类 似 自 己 种 类 的 现象 。 生 物 的 繁殖 过 程 ,不 论 是 单 细 
胞 生物 还 是 由 成 于 上 万 个 细胞 组 成 的 生物 ,都 是 通过 绍 胞 分 裂 来 完成 的 。 细 菌 且 一 个 单 细 
胞 ,经 过 分 型 成 为 两 个 间 自 己 类 似 的 细胞 ,多 细胞 高 等 生物 的 繁殖 是 通过 两 福生 殖 细 胞 即 精 
子 和 即 字 的 互相 融合 而 实现 的 ,精子 和 卵子 融合 成 为 一 个 受精 孵 细 胞 即 合 子 , 然 后 经 过 这 个 
合子 细胞 的 无 数 次 分 裂 产 生成 干 上 万 的 细胞 ,最 后 形成 一 个 新 的 类 似 厅 代 的 个 体 。 由 此 可 
见 , 产 生 后 代 个 体 的 遗传 物质 是 通过 上 代 和 下 代 惟 一 的 桥梁 一 一 生 获 绍 胞 传递 的 。 而 上 且 , 每 
个 子 细胞 必须 带 有 发 育 类 似 自 身 个 体 的 所 不 可 缺少 的 全 部 过 传 物质 。 所 以 说 遗传 物质 存在 
于 细胞 之 中 ,在 研究 造 传 物质 基础 时 ,必须 着 腿 在 细胞 水 平 上 ,而 不 是 从 有 机 体 整 体 中 去 寻 
找 和 遗传 物质 基础 。 当 然 也 不 能 从 有 机 体 的 器 官 与 组 织 中 去 寻找 遗传 物质 ,如 果 那 样 做 的 话 ， 
将 会 是 大海 捞 针 ,一 事 无 成 。 

细胞 是 由 细胞 核 .细胞 质 及 细胞 膜 组 成 的 既然 细胞 是 性 传 物质 的 传递 者 ,那么 究竟 是 
整个 细胞 荐 遗传 物质 基础 还 是 它 的 个 别 部 分 是 遗传 物质 基础 ? 这 个 问题 可 以 通过 科学 实验 
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road 一 


来 回答 ( 聊 5-1), 

将 两 种 不 同 的 单 细 了 胞 海藻 一 一 伴 菠 进 行 嫁 接 , 实 
验 结果 说 明生 物性 状 的 类 型 决定 于 细胞 核 的 类 型 而 
不 决定 于 细胞 质 的 类 型 ,也 就 是 说 遗传 物质 存在 于 细 
腹 核 中 。 

ЕНИ БАЗЕ, ЖАН 
аяй БЖ НЕН ВЕК 这 个 问题 也 可 以 用 实验 
来 说 明 。20 ШЕЯ, Sutton 发 现 染 色 体 的 行为 与 遗传 
因子 (基因 } 的 行为 很 相似 ,提出 了 染色 体 是 遗传 物质 
的 载体 的 假设 。 后 来 ,Morgan 辫 果 蝇 的 实验 中 和 
Etnerson 在 主 米 的 实验 中 得 出 连锁 交换 定律 ,确定 基 
因 直 线 排列 在 染色 体 上 ,由 此 证 明了 涩 色 体 是 基因 载 
体 的 设想 。 

下 面 几 个 实验 是 关于 染色 体 的 改变 直接 引起 生 
物性 状 的 改变 ,以 此 来 证 明 桨 色 体 是 基因 的 载体 的 设 


Еі5-1 ФИ 


每 种 生物 的 每 个 细胞 都 有 一 定数 目的 染色 体 ,例如 人 有 46 ЊЕН нв 条 染色 
体 、 玉 米 有 20 条 染色 体 、 水 稳 有 24 条 染色 体 , 而 且 各 个 染色 体 的 形状 也 是 恒定 的 ,所 以 如 果 
染色 和 体 的 数目 或 形状 改变 了 ,就 会 引起 生物 性 状 的 改变 ,从 而 可 以 直观 地 看 到 载 有 遗传 物质 


的 染色 体 的 改变 与 性 状 改 变 之 闻 的 因果 关系 。 


Ea E fh А E. un gh hun šq a rH ӨСІ Ж. ЕН ЗА 
25200 和信。 果 蝇 的 4 条 唾 腺 染色 体 (1 、I 、 芋 及 NN) 不 仅 太 ,而 且 其 家 而 上 具有 许多 明明 的 横 
纹 。 每 根 唾 腺 染色 体 的 模 纹 数目 ,排列 及 其 大 小 都 是 恒定 的 ,因此 这 些 模 纹 可 以 作为 识别 唾 
腺 染色 体 的 标志 。 我 们 完 能 把 每 根 染 色 体 不 等 的 分 为 许多 大 区 ,用 阿拉 人 数字 标记 上 ,每 一 
大 区 又 可 分 成 6 区 ,用 A、B,C,D,E KF 标记 二。 每 个 区 各 自 包 括 许多 斑 仇 ,而 斑纹 数 是 不 等 


的 ,可 用 1.2.3…… 等 数字 标记 上 (图 5-2)。 


图 5-2 ЗЕР ЕА БОТЕН 
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PE n] 198 ЛЕН ЗЕ ФИН ЕЕЕ, АСЕ Y Ak, u hati B ЕЭНАНЖ 
生 改 变 的 确切 部 位 。 

正常 果 蝇 的 根 为 卵 圆 形 , 决 定 这 个 性 状 的 基因 
在 唾 腺 染色 体 5 СПЕ К Б, ФЛЫҒУЕ, ТІМ 
ЖЕНЕ k I 上 16 大 区 A 区 中 的 6 条 横 
ЯСНЕ. ША 区 的 这 6 条 横 纹 重复 一 次 ,加 倍 
成 为 12 条 ,那么 它们 所 决定 的 眼 形 将 不 是 卵 贺 形 
的 而 是 榨 眼 ,如果 A 区 的 6 条 横 纹 重复 二 次 , 变 为 18 


条 槛 纹 ,打量 的 眼睛 将 变 为 加 售 棒 服 , 眼 形 比 裕 服 Еи 94 мам 


更 狭小 得 才 了 (图 5-3). 

果 蝇 蝎 的 另 一 个 突变 种 叫做 远 缺 间 , 它 的 翅膀 55 ВЕНИ ЫИ 
边缘 上 有 缺 刻 。 这 个 不 正常 性 状 的 发 生 是 由 于 唾 脏 染色 体 ! 上 的 第 3 大 区 的 C 区 中 的 第 1~~ 
11 条 横 纹 缺失 而 引起 的 。 

由 上 面 的 实验 说 明 , 果 钝 的 眼 形 及 运 形 性 状 的 改变 是 染色 体 改变 的 结果 ,这 就 证 实 了 决 
定 生 物性 状 的 遗传 物质 存在 于 染色 体 之 中 。 


二 ,DNA & P F 39 JË 


фе фр R k Ay КЕСЕР Ы 29, ВО 3 k 58 4k RQ (DNA). S q FE Takay 
СЕМАУ, E fr]; ед МЕИ т ЫН ЕМЛЕ. 

НИЕ ЛЫН 5 型 和 有 Ы, S 型 的 球 
菌 具 有 多 糖 组 成 的 甘 腊 ,它们 形成 的 菌落 周边 是 光滑 的 ， со 
жнжен, R SRI R SJ, же епявянЕ 1 5 с” 9 тд 
落 周边 是 粗粮 的 .1928 年 英国 医生 F, Griffith 做 了 以 下 实 。 м. — Ор в 
验 ( 国 5-4)。 к” 

他 把 由 加 热 杀 死 的 光滑 S 工 和 粗糙 RI 的 细 胸 -起 注 , жа «-- 2 8 
射 到 小 家 项 体内 , 几 天 后 引 赵 小 家 芯 的 死亡 。 从 小 闪 芯 的 商 温 杀 死 的 8 型 
尸体 内 取出 的 肺炎 球菌 中 有 SE 型 的 活 细胞 。 在 对 照 实 验 а QQ Q c 一 - < МЕ 
中 ,单独 注射 RE 或 加 热 杀 死 的 S 下 品系 时 ,小 鼠 并 没有 死活 折 Ra 次 昌 0 
亡 。 这 些 实验 结果 指出 , 活 的 S 下 的 出 现 是 由 于 两 个 品系 ， төш 
即 死 的 SE 受 RR1 的 某 种 影响 复活 起 来 。 从 一 般 生 物 学 知 
识 来 看 ,这 是 不 可 能 实现 的 过 程 。 另外 一 种 可 能 性 则 是 杀 
死 的 SI аа УЕ 1 型 细菌 某 种 物质 影响 ,使 R 1 细胞 转化 成 活 的 SI 细菌。 当然 这 种 影 
响 物 质 是 具有 遗传 因子 特性 的 。 因为 转变 的 细 历 具有 SH 型 的 特性 ,都 是 由 这 个 影响 物质 所 
竺 递 ,所 以 这 一 种 可 能 性 的 假设 是 现实 的 。 但 限于 当时 的 科学 水 平 , 研 究 者 不 能 具体 用 实验 
来 证 实 转化 现象 的 机 理 和 这 种 影响 物质 究竟 是 什么 ,着 到 1944 年 ,Arery 和 他 的 合作 者 重复 
T Grilfith 的 实验 ,并 进一步 对 使 无 毒 细菌 变 为 有 毒 细菌 的 转化 物质 进行 了 分 高 和 化 学 上 的 
鉴定 , 他 们 经 过 实验 有 力 证 明了 DNA 是 S 工 型 细菌 提取 物 中 惧 一 有 转化 能 力 的 物质 .SEE 型 
细菌 的 DNA 具有 Si 型 的 遗传 特性 , 它 不 得 使 RI 型 细菌 转化 为 SE 型 细菌 ,并 能 把 SE 型 细 
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活 的 S 型 


图 5-4 ”小 鼠 体 内 的 转化 实验 


菌 的 特性 保持 在 后 代 中 ,由 此 可 见 ,DNA 引起 遗传 性 状 改变 的 事实 成 为 DNA 是 遗传 物质 的 
直接 证 据 之 一 `。 
男 一 个 直接 证 明 DNA 是 遗传 物质 的 是 噬 菌 体 感光 实验 (图 5-5), 


1 3- 罩 负 质 一 一 二 
加 分 名 振荡 + — < 
w ге 35 i 33 А ЭЗ, ZZ 单位 的 放射 性 
音 位 的 放射 活性 (S$) 次 单位 的 放射 活 狂 (5) W-z 单 位 的 放射 活性 (3) C miti03yJwadx) 
2 ур МА =p.DNA 
10 分 钟 >» .PDNA 
— + 50 
<) 
ХААН ЕТЕР) 多 单位 的 放射 活性 CTP) ”其 YY 单位 的 放射 活性 fT) ”YY 单位 的 放射 活性 ("PY 


5-5 ЖИН ЖР 示 踪 实验 证 明 ,噬菌体 感 当 大肠 杆菌 后 ， 
只 有 噬菌体 的 DA 进入 菌 体内 ,蛋白 质 外 亮 留 在 苗 体 外 


噬 蔓 体能 对 组 曹 进行 感染 , 它 比 细 菌 小 得 案 , 只 能 用 电子 显微镜 才能 看 到 。 感 染 大 肠 杆 
НЕШЕ ЕН МҰН ЫРЫ, ЕЖЕН ЗЕН АН ЕНЕ. ЗО 
条 DNA 分 池 ; 管 状 的 尾部 具有 收缩 能 力 , 是 用 以 附着 细 蓝 的 。 

把 大 肠 杆 菌 分 别 放 在 含有 2#S 和 *3P 的 培养 基 中 进行 培养 ,产生 全 有 :SS Р 的 大 肠 杆 
菌 ,使 噬菌体 感染 右 3S 的 大 肠 杆 苗 ,那么 由 此 产生 的 新 的 噬菌体 的 直 白 质 外 卉 都 有 会 <"S 的 
大 肠 杆 菌 。 大 约 10 min 后 ,用 振 蓝 器 把 在 细菌 外 部 的 喉 蓝 体 的 外 壳 都 振荡 下 来 ,然后 计生 一 
Көн КН 的 放射 剂量 ,发 现 它 与 原先 感 人 细菌 的 噬菌体 所 带 的 5S 的 总 放射 重 相 
似 , 同样 ,用 含有 *P ИНЕ ЖАР 的 大 肠 杆 菌 ,10 тілді, ҘАР ФЕ ЛЕН АЕ 
面 上 的 只 菌 林 外 过 都 倚 荡 赔 落下 来 后 ,再 测量 被 感 染 的 大 轧 杆菌 中 所 含 的 *P 的 放射 总 剂 
量 , 表 明 它 与 原先 感染 细 黎 的 噬 菌 体 所 带 的 2P 的 放射 总 剂量 是 相似 的 。 以 上 试验 证 明了 噬 
菌 性 的 蛋白 质 外 壳 没 有 进入 细菌 体内 ,只 有 DNA 进入 到 细菌 的 细胞 中 去 。 

1952 年 ,Hershey АЖЕ ЕТЕР 和 *S ИНЕ ЕН ЕХ. ЕРЕН 
体 的 蛋白 质 外 壳 舍 有 3S, 它 的 DNA 分 子 则 会 有 ?2P.。 НХВЕИ ИКЕ КНР 和 *S 的 
大 肠 杆 菌 ,确定 了 *P 基本 上 都 进入 了 细菌 细胞 ,而 *S ЖЕНТ ИОМЕ А РАЕН, SE 
白质 外 这 吸附 在 细胞 的 表面 上 ,用 组 织 振 葛 器 震动 处 理 , 使 外 过 从 细胞 表面 控 下 来 留 在 上 浮 
жы, 震荡 处 理 不 会 伤害 细 茵 ,在 这 些 细菌 中 的 哄 菌 体 还 是 正常 增殖 。 所 有 新 增殖 的 唉 菌 体 
的 蛋白 质 外 壳 都 不 带 sS ,但 它们 之 中 有 些 个 体 DNA 带 有 *P。 这 些 带 *P 的 DNA ВА КА 
杆菌 的 亲 代 DNA 。 以 上 实验 证 明 , 新 的 不 带 sS 的 副 白 质 外 亮 的 生成 完全 是 由 带 有 ?PP ВЯ 
代 DNA 决定 的 。 由 此 可 见 ,DNA 是 遗传 物 策 人 而 不 是 蛋白 质 。 


三 ,RNA 也 是 站 传 物质 


我 们 已 经 知道 ,有 的 病毒 含有 DNA, 有 的 病毒 含有 RNA ,那么 后 者 病毒 中 ,遗传 信息 是 
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否 储 存在 RNA ЕНЕ? 德国 的 Schramm 和 美国 的 Fraenkecl-Connat 通过 用 烟草 花 吁 病毒 
(TMY ) 进 行 感染 实验 对 这 个 问题 给 予 了 回答 。 

库 草 花 叶 病毒 是 杆 状 的 , 它 的 直径 为 18 nm 长 度 为 300 nm。 它 是 一 个 由 2 130 ІН 
亚 基 构成 的 外 党 , 坏 绕 荐 一 个 RNA 分 于 核心 。 这 种 病毒 不 含有 DNA , 约 含 有 6% 的 RNA 和 
ОУКЕН, 把 TMYV 病毒 体 在 水 和 匠 酚 中 震 划 (此 法 使 蛋白 质变 性 ,就 可 尽 把 病毒 的 重 
白质 外 过 和 RNA 分 开 来 。 分 开 的 强 白 质 外 帝 和 RNA 分 子 又 能 够 重新 组 合成 为 有 感染 能 力 
的 完整 的 TMYV 病毒 。 我 们 可 以 分 别 用 重 白质 和 RNA 对 烟草 叶子 进行 感染 ,结果 表明 : 单 是 
用 病毒 的 蛋白 质感 染 烟 草 , 它 不 能 使 烟草 生病 ; 单 是 用 病毒 的 RNA АЙЫНЫН, Пе НЕЕ 
病 , 而 所 生 的 病 斑 和 病 考 引起 的 病 表 一样. 如 果 用 RNA 酶 处 理 , 则 RNA 失去 了 感染 能 力 , 这 
些 者 表明 站 传 信 息 是 在 RNA 上 ,与 蛋白 质 无 关 。 实 验证 明 ,分 离 出 的 TMY 的 RNA 本 身 是 
非常 不 稳定 的 ,但 它 可 以 和 同 种 病毒 蛋白 质 结合 使 汪 身 稳定 起 来 ,其 侵 染 能 力也 随 之 加 强 ， 
TMV 的 RNA 对 和 相近 的 蛋白 质 也 是 这 样 ,如 它 与 村 前 草 病毒 (LHRV) 的 蛋白 质 组 合 具 有 同 
TMV 蛋白 质 组 合同 样 的 结果 。 

HRV 病毒 能 感染 烟草 ,当然 它 的 RNA 也 能 感染 烟草 ,倘若 加 上 TMY 的 蛋白 质 与 该 
RNA 结合 ,使 它 得 到 格 定 ,那么 侵 染 能 力也 显著 地 增强 了 .如 此 ,经 过 不 同 的 组 合 实验 ,我 们 
就 可 以 得 到 两 种 组 合 的 病毒 品系 ,它们 各 具有 一 种 品系 的 RNA 和 另 一 种 品系 的 蛋白 质 , 亦 
即 由 TMY 的 RNA 和 HRY 的 蛋白 质 组 合 的 病毒 和 由 TMY 的 蛋白 质 与 HRYV 的 RNA 组 合 
的 病毒 。 当 用 具有 ITMY ЕМА 和 HRYV 的 蛋白 质 组 全 的 病毒 感染 烟草 叶 时 ,由 此 而 产生 的 
病 班 都 是 TMYV 病毒 类 型 的 . 同样 ,用 具有 HRY 的 RNA 与 TMY BJ ISI h H Gr BJ Ы ER ДЬ 
烟叶 时 , 则 产生 HRYV 病毒 次 型 的 病 斑 。 由 此 看 来 , 病 斑 的 遗传 信息 不 是 由 蛋白 质 所 传递 ,而 
是 由 RNA 来 传递 的 。 

很 据 以 上 这 些 实验 ,我 们 可 以 得 出 结论 :核酸 是 遗传 物质 . 绝 大 驳 数 生物 以 DNA 为 遗传 
物质 ,只 有 少数 的 病毒 以 RNA 为 遗传 物质 。 从 这 意义 上 来 说 ,DNA 是 主要 的 但 传 物质 。 

近年 来 ,由 于 科学 技术 的 发 展 , 人 们 发 现 线粒体 和 质 体 内 具有 DNA 分 于 ,许多 实验 都 证 
实 了 这 一 点 。 细 胞 器 内 DNA 的 发 现 为 细胞 的 遗传 现象 提供 了 物质 基础 ,这 将 为 我 们 了 解 细 
胞 质 遗 传 及 该 质 相 互 作用 对 决定 细胞 性 状 的 实质 淫 并 了 大 门 ， 


二 节 а НАЕТ 


自然 界 中 的 核酸 有 两 种 类 型 .脱氧 核 糖 核酸 (CDNA) 和 核糖 核酸 CRNA)。 它们 的 基本 结构 
单位 都 是 核 车 酸 。 核 蔡 酸 由 克 酸 和 核 并 组 成 ,而 核 蔡 义 由 碱 基 和 成 糖 组 契 , 其 关系 如 下 所 示 ; 


жн 


É+ 
x рТ 核酸 (DNA、RNA) 
磷酸 
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DNA #IRNA 的 县 体 组 成 及 区 别 见 表 5-1。 
35.1 中 类 核酸 的 基本 化 学 组 成 


DNA 


EK y ak ЖІ вам 
Із, Eš pb fe apk 
та B 424 B 123 
Bj ig ma ne еште 

上 
了 -2 脱氧 核 糖 DD- 核 糖 


|! 


п W 


一 、 核 酸 组 成 单位 的 基本 结构 


1. #2 

核酸 的 碱 基 有 两 类 ЕМЛЕНІ БЕЛЕ, 

СТУ ТЕ 

£ Bb rE Ду 98244 р. ТИЕ (C), Е СОА ЕСТУ. ЕНЕР 
DNA 和 RNA 中 。 ВЕ А VL h 3 F DNA 中 ,不 过 某 些 tRNA НАЕ bak s 
е. ВЕЕ ИУТЕЛЕ Р RNA +. 


ІШ i 
ж А\ 
қүн нн үн 
Ж Ұн ЖА 9н 
оғ“ о 
H H 
Ba e re FK sue 
I j” ІШ 
A A, A 
ну ссн, N r CH: N р-снюн 
C CH C CH С СН 
/ 
oN/ o W w 
H H H 
ЖІНІШКЕ 5- Н ws re 9-05 ЕЖ 
(5-HI35 ВЕ) 
ои 


无 论 是 DNA 还 是 RNA , B ИНЕ T BS Fb ВЕЕТ CA ЗИ (С). 
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үз I 
C N C N 
~ Ж \ н < À 
не І cH HNC 5 Н 
Мии "Аы "4 
H H 
rss ЕЗГІ” 


TL pa TE АЯҒЫНА ДАҚ ЖІ tap hh Tr ХЕ ІК ЖАНЕ ЖЕДЕ» ЛЕР 


ЖЕН ЕЗ Аі. 
NH, NH, 
从 站 so 
о OH 
N N. 
\ — \ 
үу = р) 
HN N `h HN H 
lactam Jactam 
{keto) (neto 
Си) ( 烯 醇 式 》 
2. П 


ПОВНЕ АКАН, 参与 DNA 组 成 的 成 糖 为 D-2- 脱 氧 核糖 ,参与 
RNA 组 成 的 成 糖 为 也- 核 业 。 


HOHC O OH HOH,C O OH 


OH OH OH 
В-р-2-ЕЕ В-р-## 


з. #9 
Ваа N—C 链 缩合 而 成 的 糖苷 。X НТ ИН ЗИ Т 
面 互 为 直角 ， 
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NH, 9 МН, 
м” = = 
O TY J 
Зм УМ HN SN УМ он 
kK O | Ñ O | HO о 
Н H 
H H H H 
OH a oH OH OH ОН ОН 
Ет є кН 
о Je о 
= Na ну “УСН 
L | LS (1 
ом ы N oz N 
Ша о | HOC о | 
OH on нон Мб OH On 
ж ЛВ БАЕР 


4. ЖЕНЕ 
ВН Ж ЕЗ ӘНЕ КОЕТО А ЕЕЕ ВЕКЕ АН, ВЕСЕО Е 27, ЗИ 5'- = #h 
жн, ЕРЕН ААТ. З'- 5-Е. 


jy М š N. 从 MN 
a Су CD 09 
HOP OCH, o HOCH, о НОСЕ, о 
0 H H oH но 


ӘН ОН ОН О-Р--ОҢ HO—P—O ОН 
5 3 

г- ШЕГЕ (pA) 2 -有 牌 苷 酸 з ТВАР) 
(AMP) (2'- AMPY (3 AMP 


носн, о. ЯЖ 


он-Рр-о-сн, о, 9 SH Hy 
ов 4 H H 
H H o H 
H Ун о-Р-он 
он Н он 
5-Р з- ЖВНЕ 


在 生物 体内 ，, 核 苷 酸 除了 参与 组 成 核酸 外 ,也 有 一 些 具 有 特殊 生理 功能 的 游离 核 并 融和 

核 苷 酸 入 生物 ,其 中 一 类 是 所 谓 的 环 化 核 苦 酸 ,如 cAMP(3,5- 环 化 腺 车 酸 ).cGMP(3,5- 环 

ЗТ). п Жав ЕТ ШАРР,АТР.СрР.СТР.ОЮР.ОТР.ТрР 及 TTP 等 ， 

ТНУ BJ 98364 ЕНН ВЕКА СТАТ ВСН ВЕЕ .三 磷酸 等 ) ,此 

УР РКВ ВВЕ ВОР, ШІ ррбрр 和 pppGpp, 它 们 称 为 鸟 嗓 叭 核 背 四 磷酸 和 五 殉 
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酸 酯 。 

和 和 氮 基 酸 一 样 , 核 芭 酸 分 析 也 是 生产 实践 与 理论 研究 经 常 要 进行 的 工作 。 向 样 ,分 析 对 
象 可 能 是 单一 成 分 ,也 可 能 是 它们 的 混合 物 ( 如 核酸 的 水 解 液 )。 对 于 前 一 种 情况 来 说 ,通常 
只 需要 在 特定 的 pH 条 件 下 测定 其 紫外 吸收 光谱 及 特定 波长 如 260 nm 或 Xs 大 的 光 吸收 值 , 参 
考 标准 样品 的 光谱 和 消光 系数 就 可 进行 定性 鉴定 和 定量 测定 。 当 然 对 于 未 知 成 分 有 时 还 需 
考查 它 的 层 析 、 电 泳 性 态 和 pK 值 等 。 对 于 后 一 种 情况 来 说 ,一 般 必 须 通 过 离子 交换 层 析 、 纸 
层 析 或 纸 电泳 等 手段 , 先 将 它们 加 坟 分 离 然 后 进行 测定 。 近 年 来 已 开始 采用 气相 层 析 、 高 压 
ЖОН Е.Е ЛИЯ ЫНЫ ЕТЕ ҒАН АН ЛЕДІ 
Ж. 

КЕНІНДЕ а Е ВЕНЕ ИЕР НОКИ ТЕ, аа ӨНЕ ФА Ë Br 98 b 5: 
Ж Ж ЛЕК ЕЕЕ ЕТІН УШ UDPG.CDP 二 酯 酰 甘油 ,高 能 化 会 物 如 ATP ,维生素 
辅 洲 如 NADP.FAD, 调 节 物 质 如 cAMP , 核 苷 酸 类 调味 品 和 药物 。 核 苷 酸 代谢 与 能 县 代 谢 关 
系 不 天。 


二 ,核酸 各 组 成 单位 的 性 质 


1. 物理 性 质 

核 苷 酸 、 被 背 和 碱 基 都 能 洲 于 水 ,不 乎 和 于 乙醇 等 有 机 溶剂 .不 过 , 碱 基 和 核 背 在 水 中 的 溶 
ВЕЕ К ПЕТЕ И ЕШЕЛГЕРЛЕ ММЕН. ia ee he > hk W pa ДЕТИ > 
аа, МВ БЕРЕ ИНЕ АРК, ЕНІ i aE K EY rE , JË H ze ТЕЛІ 
Tu PEBE — k E Ta ze ИНЕ k T HIS СВОЕ КОРЕ ИЕНЕН АЗ, 

2. 光学 性 质 

碱 基 具有 共 轿 双 键 ,它们 和 它们 的 核 蔡 , 核 并 衍 生物 在 260 nm 附近 表现 出 各 自 的 特征 
吸收 光谱 。 剩 用 这 些 特点 可 对 碱 基 、 核 熙 和 核 苷 酸 等 进行 定性 分 析 和 定 基 测定 。 

з. ЖЕ 

ЕНЕ Е B) SE Е Er ЫМ Б, (E E: gë be 881 НКК ДЕ ЖЕ 
解 离 。 戊 糖 的 羟基 虽 能 发 生 解 离 , 但 p 天 值 一般 在 12 l E. УЯТА ЖЕНУ, 
ЕОС РТО рК 值 , 因 而 核 背 的 p 玉 值 和 相应 的 磊 基 有 些 不 同 。 

ЖЕВТКИЕЮЕЕНЕЕЕ. ЕЕРКВЕИЯЫИНВЯ? ЖЕНЕ ЛЕ ЖЕН 1 
Т.НЕВНЕНВаЯЖЕЛИМ ЯН ЕЕ ПЕ EB pH 条 件 下 可 形成 两 性 离子 。 ЖЕ 
子 的 等 电 点 由 第 一 克 酸 基 的 pK (pK1) 与 碱 基 合 N 环 的 pK (pKK2) 决 定 ;pI== (pK,+ pK;)/2, 


第 三 节 核酸 的 结构 、 功 能、 性 质 及 分 离 


核酸 中 含 约 15%~16% 的 N 和 9%~10% 的 PCP 是 核酸 的 特征 元 素 ), 其 他 的 元 素 成 分 
是 C.H.O。 核 酸 用 琴 完 全 水 解 后 ,产生 吧 岭 和 啼 啶 碱 ,核糖 (或 陪 氧 被 糖 ) 和 克 屋 的 混合 物 。 
核酸 有 强烈 的 紫外 吏 收 ,其 最 大 吸 欢 值 在 254 nm 左右 ,而 蛋白 质 的 最 天 吸收 在 280 nm Жж 
右 , 利 用 这 一 特性 可 以 鉴别 核酸 纯度 及 其 制 独 中 的 蛋 日 杂质 。 
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ЕТЕ КЭК, - Жи ЕВЕ (DNA), ЕЕ АНЕ НІНІ, P — m| sk sk 
酸 {RNA)。 核 酸 是 一 切 生 物 的 遗传 变异 的 物质 基础 ,决定 着 生物 的 发 展 方向 。 核 酸 如 此 重 
要 ,这 完全 取决 于 核酸 自身 的 结构 特点 ,因此 我 们 首先 要 熟悉 一 下 核酸 的 结构 。 


一 .DNA #9 #3) 


1953 年 Waston 和 Crick 发 现 DNA 的 汉 螺 旋 分 子 构 每 是 生物 科学 发 展 史 上 的 一 个 种 大 
事件 , 它 深 刻 地 影响 着 生物 科学 几 十 年 的 发 展 , 今 天 我 们 对 出 胞 遗 侍 信息 储存 和 利用 的 认识 
都 是 建 立 在 这 个 发 现 的 基础 上 。DNA 是 一 种 十 分 席 大 的 生物 大 分 子 , 在 它 的 分 于 中 草 藏 着 
ЖУН ЕЛІ, 随 着 重组 DNA 技术 的 建立 和 人 发展, 以 及 人 类 基因 组 计划 的 完成 和 后 基因 组 计 
划 的 实施 ,DNA 将 逐 攻 被 人 们 所 了 解 和 认识 ,并 将 最 终 揭 开 这 一 奥秘 ,造福 人 类 , 

1. DNA 的 一 级 结构 

生物 信息 贮存 在 DNA 分 子 中 ,而 DNA 大 分 子 主要 由 4 种 脱氧 被 并 酸 组 成 ,DNA 的 一 
级 结构 就 是 指 这 些 脱 氧 核 昔 酸 在 分 子 中 的 排列 顺序 (图 5-6? 。 
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Р 5-6 DNA 中 务 枝 苷 酸 链 的 一 部 分 


单 链 DNA 分 子 的 大 小 以 碱 基数 量 宕 示 , 双 链 DNA 分 子 的 大 小 以 磊 基 对 《bp) 数 量 表 示 。 
ИМА 分 子 特 有 的 碘 基 排列 方式 决定 了 它 携带 的 信息 及 行使 的 功能 。 一 切 生 物 进 行 繁殖 
传代 时 都 能 保持 自己 的 形态 特征 ,这 是 由 于 各 种 生物 都 以 自己 所 特有 的 次 序 进行 生物 体内 
的 化 学 反应 ,生物 体 的 各 种 成 分 都 以 该 生物 特有 的 量 和 质 的 规律 被 合成 和 分 解 .合成 多 种 特 
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Fr zB Fi P P аА АА ЕЛ. VA TS Dh EDNA 465-5575 СӘРСЕН HEP) F, 
НЕБЕРЕ ЕМА, ШНА ЮЕ Ro Fp FE 590 А A GA ЩЕ 
ШІ”), 

НУ ЕДІ. 


—jy Ж 


复制 ян! 
DNA. RNA 一 一 一 一 ЕН 
反 转 录 


因此 ,了 解 各 种 核酸 中 核 苷 酸 的 排 询 顺序 , 即 DNA 的 一 级 结构 ,是 核酸 化 学 及 分 子 生 物 
学 领域 中 极其 重要 的 部 分 。 

另外 ,DNA 分 子 中 的 不 同 区 域 有 不 同 的 功能 ,有 些 是 编码 蛋白 在 的 结构 基因 ,有 些 是 复 
制 .转录 或 翻译 等 过 程 的 调控 信号 。 具 有 不 同 功 能 的 DNA 区 域 在 整个 分 子 中 分 布 的 情况 就 
是 DNA 顺序 组 织 的 主题 ,也 可 以 说 是 DNA 一 级 结构 的 另 一 个 侧 简 。 

DNA 分 子 中 的 故 脱 气 核 糖 核 背 之 间 的 连接 是 通过 
3 ,5- 磁 酸 二 酯 键 的 方式 连接 起 来 的 , 具 人 性 地 说 ,就 是 一 个 
МЕИ УН 5 B 5042 TF RE bu hpk E py 85 5' Tk 
ЦЕНЕ. хуя T Bi РГЕН АМ ЕНІ 3' БЕРД BB 
键 相 连 ,从 而 形成 一 个 3 ,5'- 磷 酸 二 柄 键 把 了 两 个 脱 气 核糖 核 р [р |p |P [ра р|р 
КЕЕ, РОНА 3' 5 SK NS ir — SE он 
ЕКЕЖ, ЮТ авн. ХЕ 
Л, НЕ ЕТЮОМА 分 子 中 多 核 背 酸 链 的 结构 ,如 ут пвие 
图 5-7。 “алло 

5-7 ЕНЕЖНЕБЕЛТНЫЕ, Б ВЕУ ОС ЗЕ ВЕ, Jasa L Shri BË 
ИННИ ТЕ ЕР СОО БАУКЕ ЕЕЕ u P. E J 351 9835 ЫЛ ІШІҢ ІНЕН 
ШЫЛЫ ТСО ЕНЕ. РЕЛИМЖН,А.С.С.Т ЖЖ. 

2. ОМА 的 二 级 结构 双 螺 旋 结 构 模 型 

DNA 的 水 洲 液 是 很 粘 稠 的 ,加 热 又 能 使 溶液 粘度 大 大 降低 ,这 说 明了 DNA 分子 具 有 一 
ЕФ. ОМА 分 子 应 该 具有 怎样 的 结构 才能 使 它们 的 溶液 有 这 种 流体 力学 性 质 呢 ?20 世纪 
40 年 代 ,Pauling ЕНЕТЕНДЕЮ = 螺旋 模型 ,出 时 人 们 已 经 知道 DNA 是 遗传 信息 的 载体 。 
ЯР DNA 应 该 具有 怎样 的 结构 才能 成 为 基因 的 载体 呢 ?71953 年 , Waston 和 Crick 二 人 提出 
ТОМА 双 螺 旋 模 型 ,这 个 模型 具有 重大 生物 学 意义 。 它 不 仅 解 释 了 当时 所 知道 的 DNA 的 一 
切 理化 性 硕 , 而 且 将 结构 与 功能 联系 起 来 ,为 细胞 分 虱 期 间 遗 传 物 质 的 复制 提供 了 合理 的 解 
释 ,开创 了 分 子 生 物 学 的 新 时 期 ,大 天 推动 了 分 子 生 物 学 的 发 展 。 

(1) 双 晴 旋 模型 的 依据 

Waston 和 Criek 在 构建 DNA 双 嵌 旋 结构 模型 的 过 程 中 ,充分 利用 了 有 关 DNA 研究 的 
化 学 .物理 学 和 生物 学 资料 。 下 述 三 个 方面 的 资料 是 他 们 所 采用 的 主要 的 依据 。 
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(DChargaff BJ DN A 碱 基 组 成 等 比 规 律 

美国 哥伦比亚 大 学 的 化 学 家 Chargaff 由 水 解 和 纸 层 析 的 方法 分 析 了 各 种 不 同 来 源 
DNA 的 被 霸 酸 组 成 ,表明 DNA 中 4 种 核 音 酸 存 在 的 比例 变化 很 大。 同时 ,Chargaff 还 注意 
到 4 种 喊 基 的 相对 比 鲍 并 不 是 随机 的 ,在 所 有 DNA ЖЕНЕ КИЕ ВЕЕ 
урар таа АН ЗЕ, п руа Е БЕВ ВА АНАР СА = Т. С=С), El k Ее 


ЕЕ НАВ, 20.21, А Сћатва 规律 。 


ОАЕ Ë Be BJ ЕНЕРІ 

X: B £B ду ды ЗЕН BE Ta Sept ga Е A—T.G— C 之 间 可 配对 形成 拨 
ЕЕЕ ЛЕ EV Ае БТН). ЕЕНЕЕМЕЛН H FPS 4k , (B E 
МЕР ЫН ІН ТЕЖЕЛЕ НТ oE pah. РВЕ H DJ E, 
ЕЕЕ ЕН E Smp T 38 4 8, Т AS Esp Rk. БІНЕ uB AES De C, ЕАО 
原子 喜 取 酮 式 , 和 而 少 取 烯 醇 式 。 碱 基 选 取 这 些 结构 促使 A 一 T 和 6 一 C ЕХ. РУТЕ Е 
对 , 则 几何 形状 太 小 ,两 个 坚 蛤 配对 则 几何 形状 又 太 大 ,为 双 螺 族 所 容纳 不 下 ,只 有 A 一 T 碱 
基 对 的 几何 形状 正 适 合 双 螺旋 的 大 小 。 

@ DNA 纤维 的 X 射线 入射 分 析 

1950 年 ,Wilkis 和 Franklin 提供 了 精美 的 高 质量 的 DNA 纤维 射线 折射 图 。 照 片 说 
明 ,DNA 有 螺旋 结构 ,而 且 它 由 2z 条 或 3 条 才 聚 核 芽 酸 链 组 成 

《2) 双 亩 旋 横 型 的 特征 

在 综合 了 碱 基 的 理化 性 质 , 在 DNA 中 的 组 成 情况 以 及 DNA 纤维 射线 入射 分 析 结 时 
的 基础 上 ,Watson 和 Crick 于 1953 年 提出 了 DNA 是 尝 两 条 才 聚 核 苷 酸 链 上 方向 相反 的 碱 
基 之 则 的 拨 键 维系 而 成 的 有 规则 的 双 链 螺旋 结构 模型 。 该 模型 有 下 述 特 点 ， 

ФОМА 双 链 的 反 平 行 

DNA 上 出 两 条 成 友 平 行 的 多 核 萌 酸 链 环绕 一 个 共 辣 的 轴 族 线形 成 双 螺 旋 ,一 条 链 上 的 3 
一 OH 端 与 男 一 条 链 的 5 一 P 相 邻 ,因此 , 双 螺 旋 的 两 个 末端 在 化 学 上 和 结构 上 是 一 样 的 ,两 
条 链 均 为 右手 螺旋 ,由 脱氧 核糖 和 碰 酸 基 组 成 的 主 链 处 在 螺旋 的 外 侧 , 嗓 叭 迁 啶 王磊 处 于 
螺旋 的 内 侧 ( 图 5-8)， 

以 后 ,Kornberg 通过 碱 基 最 近邻 频率 的 分 析 证 明 双 链 核酸 的 两 条 链 都 是 反 平 行 的 。 

ОЕ Н ЖЕН 

ЗОРЕ pk Es pt x= se T ОЧА ОМА ӨН- ТЕН ЯЕ, 05 — u: А 
ЖУЙ ЛВ. 只 有 在 A УТ К.С БС УЕ, ОМА ШИДЕН ЕЕ АБИ, Е 
体 分 析 证 实在 A 一 T 和 G 一 C 88. 其 中 ;G 一 C 成 氨 键 只 本 一 种 形式 ,也 许 是 因为 形 
成 三 个 拨 键 的 结构 非常 稳定 的 缘 帮 。 在 A 一 T 之 间 可 取 不 同方 式 形成 揽 键 ,但 在 DNA XZ R 
旋 结 构 中 均 取 Waston-Crick 碱 基 对 的 形式 。A 一 T 间 形 成 2 个 氨 键 ,G 一 C 间 形 成 3 个 和 揽 键 。 

碱 基 成 对 有 一 定 的 规律 ,A 一 定 与 T 成 对 ,G 一 定 与 忆 成 对 。 因 此 ,有 4 种 可 能 的 大 起 
对 , 即 A 一 T.T 一 A.,G--C #IC—G, 由 于 四 种 破 基 对 的 大 小 几乎 相同 ,所 以 无 论 碱 基 顺 序 如 
ІҢ, ХЕ ЮЛА 分 子 整 个 长 度 的 直径 相同 。 

БЕНЖИЯЕГМА 双 螺 旋 结 构 的 主要 特征 ,只 要 一 条 链 上 的 磊 基 顺序 确定 后 , 另 一 
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5-8 DNA 的 结构 


ЖЕЕ ЕНСЕ ІТ. ЕНК ОМА 分 子 复制 过 程 中 极其 重 机， 
它 构 成 了 分 子 生 物 学 中 心 法 则 的 基础 。 

辐 大 淘 和 小 淘 

观察 双 蜡 旋 结 构 时 可 以 看 到 配对 的 碱 基 并 没有 充满 螺旋 的 空间 。 由 于 碱 基 与 糖 环 连接 
不 是 在 磊 基 对 的 相反 两 侧 而 是 在 同 侧 ,因此 , 碱 基 对 与 糖 环 不 对 称 的 连接 导致 双 媒 旋 表 面 形 
成 两 个 止 下 去 的 沟 ,一 条 宽 的 称 为 大 猩 , 另 一 条 罕 的 称 为 小 沟 НИЕНІ, ӘРІ АЖЕТ 
迷 接 点 之 间 的 夹 角 小 于 180° 的 一 侧 是 小 沟 边 ,与 两 个 糖 环 迷 接点 间 的 夹 角 大 于 180" 的 一 个 
是 大 淘 边 。 

ФОМА 双 链 的 极 性 

DNA 双 蜡 旋 中 的 二 条 核 昔 酸 链 的 走向 是 相反 的 ,每 条 链 的 走向 也 即 链 的 极 性 。 核 背 酸 
链 的 走向 取决 于 核 昔 酸 的 厨 酸 二 栈 键 的 走向 。 如 果 一 条 链 的 磷酸 二 酯 键 是 从 一 端的 陪 气 核 
粮 上 的 5 碘 开 始 的 ,那么 在 该 链 的 另 一 端 一 定 是 在 最 后 一 个 陪 氛 枕 精 上 的 3 碘 上 有 一 个 自由 
的 凑 基 ,而 另 一 端的 陪 气 核 精 的 5 被 上 有 一 个 自由 的 磁 酸 根 , 我 们 通常 称 这 个 链 的 走向 是 3 
一 5。 相反 , 它 的 互补 链 中 的 磁 酸 二 请 键 则 是 从 一 端的 脱氧 核糖 3 碳 上 开始 ,在 另 一 端的 陪 氧 
核糖 5 右上 结束 ,因此 , 它 的 走向 为 5 一 3。 如 果 同 用 5->3 走向 来 标明 DNA 二 条 核 昔 酸 链 的 
极 性 ,那么 它们 的 走向 恰恰 是 相反 的 。 

(3)DNA 二 级 结构 的 稳定 因素 

Фа 

У 2 ТНА N— H МН... О 类 型 ,它们 在 维系 DNA 双 链 结构 中 有 重要 的 
作用 。DNA 中 A 一 TT 与 GC 间 的 特定 的 Waston-Crick 碱 基 对 相互 可 形成 揽 键 的 原子 间 臣 
离 与 一 般 拨 键 的 键 长 一 致 .其 中 , 供 体 、 香 原子 和 受 体 原子 处 于 一 直线 ,利于 形成 氮 键 .同时 ， 
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这 种 在 基 配 对 也 确保 了 两 条 主 链 糖 苷 键 之 间 的 上 距离 的 一 致 性 . 氢 刍 有 助 十 DNA 复制 及 信息 
传递 过 程 中 双 链 的 打开 ,有 助 于 选择 正确 的 碱 基 合成 新 生 核 酸 链 并 趋 于 形成 正常 的 三 维 结 
构 。 

@ BE 35 HETH 

硕 基 堆积 对 维持 DNA 的 二 级 结构 起 主要 作用 , 它 是 碱 基 对 之 间 在 垂直 方向 上 的 相互 作 
用 .和 磊 基 堆 积 力 是 由 芳香 族 碱 基 rx 电子 间 的 相互 作用 引起 的 , 当 碱 基 堆 积 成 有 规律 的 结构 时 
就 形成 了 玖 水 核心 , 这 使 得 双 螺 旋 内 部 不 存在 游离 水 分 子 , 有 利于 互补 碱 基 同 形成 气 键 . 由 
于 碱 基 在 DNA 键 中 是 相连 的 ,堆积 为 使 多 核 背 酸 链 比较 财 硬 ,DNA 表现 出 比较 伸展 而 不 是 
任意 线 团 的 状态 .大 量 的 氢 键 显然 可 以 稳定 DMNA 的 结构 ,但 是 氨 键 太 弱 ,所 以 现在 普遍 认为 
堆积 碱 基 间 的 疏水 作用 ( 即 碱 基 堆积 力 ) 是 稳定 DNA 结构 更 重要 的 因素 。 

278 

ХЕРТА Ha, ЕРЕН ВЕН 2 НЕЛІНЕ Вр РУХ 
间 的 静电 斥 力 ,因而 对 DNA 双 螺 旋 结 构 也 有 一 定 的 稳定 作用 。 与 DNA 结合 的 阳离子 如 
Nat KT .Mg*t .Mn2+ ,在 所 有 类 型 的 细胞 中 都 很 多 。 

《4) 双 螺旋 结构 的 档 锭 变异 

Waston 和 Crick 根据 DNA 纤维 X 射线 晶体 入射 图 及 其 他 实验 资料 提出 了 DMNA 为 右手 
戏 螺 旋 结 构 的 科学 假设 。 随 后 的 研究 开明 ,Waston 和 Crick 提出 的 DNA 构象 是 DNA 分 子 最 
为 常见 的 构象 ,通常 称 为 B 型 DNA. 但 是 ,大 量 的 研究 资料 表明 ,DNA 分 子 的 结构 不 是 固定 
不 变 的 ,不 同 的 环境 因素 如 平衡 离子 类 型 .离子 强度 .特异 结合 蛋白 等 的 看 在 与 否 以 及 DNAA 
分 子 破 基 的 组 成 都 可 促使 DNA 分 子 形成 林 同 的 构象 (图 5-9) 。 

因此 ,细胞 的 DNA 分 子 事 实 上 寡 在 着 不 所 的 二 级 结构 的 动态 变化 。 生 物体 内 核酸 结构 
的 动态 变化 , 正 是 其 发 挥 生物 学 功能 所 必需 的 。 

ОНА ДЕРМА 结构 

a. B 型 DNA 的 结构 (图 5-10) 

这 种 结构 的 要 点 如 下 ; (a) 两 条 右手 螺旋 的 多 核 医 酸 链 环绕 同一 中 心 轴 盘 绕 。(b) 两 链 是 
反 平 行 的 , 即 一 条 链 是 5 端 在 上 、3 端 在 下 , 另 一 条 链 是 3 端 在 上 、5 端 在 下 。 ӘРЕ 
一 核糖 主 链 在 外 , 碱 基 在 内 。 硫 基 平 面相 互 平 行 登 加 ,与 中 心 轴 垂 直 。 每 个 碱 基 平 面 距 离 为 
0. 34 hm。(d) 螺 旋转 一 图 要 10 ИЕ, НАЗ. 4 nm. te) 两 条 链 相 对 的 破 基 存在 A 一 工 、 
С=с 的 互补 关系 ,彼此 靠 气 键 相互 作用 .GAC 对 之 间 有 3 个 捍 键 ,而 A/T 对 之 间 仅 有 2 TL 
键 。(f) 在 DNA 双 曝 旋 分 子 上 交 准 存在 着 大 沟 和 小 沟 。Cg)C 和 G 1 'TFED RT SE ph t Б 
构 型 ,脱毛 核糖 折 司 是 C; 在 内 。 

b. A 型 DNA 结构 

在 不 同 的 条 件 下 ,DNA 有 不 同 的 构象 ,呈现 结构 的 儿 态 性 。Watson 和 Crick 在 分 析 
DNA 的 双 螺 旋 结 构 时 就 注意 到 存在 2 种 构 每 状态 A 和 B, 但 他 们 认为 B 型 DNA 是 含水 更 多 
的 DNA ,是 具有 主要 生物 学 意义 的 构象 ,因此 很 长 一 段 时 间 里 人 们 很 少 注意 B 型 DNA 以 外 
的 DNA 构象 的 存在 。 

A 型 DNA ЕВ 型 DNA 一 样 ,也 是 右手 螺旋 结构 ,具有 共同 的 基本 特征 , (a) 两 条 和 链 环 绕 
同一 中 心 轴 盘 旋 ; (中 ) 岗 条 链 反 平行 ; tc) 两 条 和 链 上 的 碱 基 以 A= 全 和 C==G 互补 配对 ,并 以 所 
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В 5-10 DNA ЦОР НЕ 


ВЕЕ асас 和 避 ПЕГЕ Ы д С, 

ВА 型 和 B 型 DNA 也 存在 着 一 些 明 显 的 差别 ; (ta)A 型 DNA ОР, ЕТА ЗЕРТТЕСЕ 
离 为 256 nm, Д КЕ 11 АЖ, ШЕ 2 2. 8 ма (ЫС 和 之 闻 槟 蔡 酸 中 脱氧 核糖 的 
ТФ Т.А 型 DNA EC, 在 内 ,B 型 DNA ЖС, ЖЕН (сотан, С 
КО Е ЕА 
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(С) РУХ W ЈЕ DNA 结构 z 型 DNA 结构 

1979 年 , Wang 和 Rich 等 在 用 X 射线 晶体 衍射 法 分 析 人 工人 台 成 的 DNA 小 片段 4 
CCGCGCG)7 的 晶体 时 ,发 现 它 基 一 个 左手 双 螺 旋 结 徇 , 称 为 Z 型 DNA(Z-DNAJ)。 同 4 型 和 B 
型 DNA 一 样 , 它 也 由 两 条 反 平 行 的 链 组 成 ,两 条 链 的 碱 共 党 碱 基 间 的 所 键 配 对 相互 作用 ,全 
BJA 和 B 型 DNA 不 同 的 是 其 螺旋 旋转 的 方向 相反 , 旦 左手 螺旋 。Z-DNA НІНЕ ЕРДЕ 
是 : (а) — И Е ВЕЕ F| E 2 ЕР, ЕРЕКЕ Ы; (Ь22-ЫОМА 较 B-DNA ЯТ 
“gr” ,螺旋 直径 为 1. 8 nm, 每 个 碱 基 平 面 的 距离 是 0. 37 nm ,每 一 螺旋 圈 仿 12 对 碱 基 , 螺 距 
为 4.5 па (с) ОЕ ВНЕЛЕ О ЕЛ БЛ, ЕЕЕ ЖІ В-ОМА 相同 ,是 反 
式 居 型 ,Z-DNA МЕНЕ C, 在 内 ,而 B-DNA С, 在 内 ;Cd)Z-DNA КЖ —2 ЛЫН 
И, Pr S SE Pn f НЕ, 

38 5-2 几 种 DNA 螺旋 主要 构象 的 参数 


ЕТТІ ,| 每 个 碱 基 对 的 
wa | SBS а а аш) 


ЖА (ат) 


3. DNA 的 三 级 结构 

双 螺 旋 DNA 分 子 在 细胞 内 并 不 是 以 细 长 的 链 状 高 分 子 的 自由 状态 存在 。DNA 具有 和 柔 
初 的 结构 , 它 周 图 的 离子 环境 和 与 DNA 形成 复合 物 的 DNA 结合 蛋白 质 的 性 质 决 定 了 它 具 
有 更 高 级 的 结构 形式 。 DNA 双 蜡 族 的 进一步 扭曲 就 移 成 三 级 结构 。 核酸 的 三 级 结构 包括 线 
状 双 链 中 可 能 有 的 招 结 和 超 螺 旋 , 多 置 螺旋 和 分 子 内 单 链 形成 的 环 以 及 环 状 DNA 中 诸如 
结 .起 螺旋 和 连环 立 类 的 各 种 拓扑 学 状态 。 其 中 超 曙 旋 是 最 常见 的 三 级 结构 。 

(1) = Wi yE 3548 

在 特定 环境 中 (如 低 PE Рә, аА 链 首先 与 一 条 聚 dT 链 互 补 形成 双 螺 旋 , 然 后 另 一 条 
dT 链 再 同 双 螺旋 通过 Heoogstesn 气 键 形成 三 股 螺旋 结构 。 形 成 三 股 螺旋 结构 的 DNA 称 为 
H-DNA( 图 5-11)。 

H-DNA ЖАНТАЕВ У В Hoogsteen 碱 基 对 的 形成 ,而 这 种 碱 基 对 的 形成 
不 会 影响 双 螺 施 中 的 Watson-Crick Ё, Н-ОМА 可 能 在 基因 重组 中 起 作用 ， 

(2) 超 螺旋 

ХЕЛЕ, Sa ai Ai КЛЕ АО КЛЕ ,或 者 我 们 假定 双 螺 旋 中 存在 一 个 中 心 轴 ,这 条 中 心 
ЖЕҢЕДІ, 起 嘿 旋 的 形成 不 是 一 个 随机 过 程 ,而 是 在 DNA 双 螺 旋 存 在 一 种 结构 张力 时 
才 会 形成 。 由 于 DNA 双 螺 旋 的 盘 绕 过 度 或 不 足 ,使 DNA 分 子 处 子 一 种 张力 状态 。 在 封闭 环 
状 DNA 分 子 中 ,这 种 张力 不 能 释放 出 来 ,就 会 形成 超 螺 旋 。 起 螺旋 结构 是 以 DNA 处 于 闭合 
环 状 为 先决 条 件 的 ， 

将 一 线 型 DNA 分 子 放 在 平面 上 , 当 将 其 两 端 均 固定 时 ,DNA 分 子 便 形成 闭环 。 由 子 这 
一 分 子 形 成 闭环 时 没有 过 度 盘 绕 或 盘 绕 不 足 , 因 此 称 为 闭环 DNA 的 松弛 态 。 如果 使 正常 的 
DNA 额外 的 按 紧 螺旋 或 放松 螺旋 ,DNA 就 会 受到 张力 .在 DNA 链 末 端 开放 的 情况 下 ,这 些 
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Нісі! H-DNA 的 结构 


а аар ЕЕ, ЖОМА 叉 恢 复 到 松 驰 状态 ,但 是 在 末端 闭 全 的 情况 下 ,增加 或 
ЖҮРЕНЕН ЕМЕЛ МЕОМА ЕТІН. 假定 在 DNA 两 个 末 遇 闭合 前 ,第 解 开 双 
疾 广 ,再 把 末端 连接 起 来 ,未 玲 积 的 碱 基 对 将 自发 的 再 示 于 罕 集 成 通常 的 双 螺 施 构 象 。 由 于 
ЕУ ТЕ Ч ае а ие оаа рУ 
жи h АЛЕ НЕР, АНЕ ВЕ 2 ЕР АИ НИЖОМА ВЛЕВА, 
得 到 的 闭环 DNA 为 维持 B-DNA ЖЕНТ BEBE , £h EL pe Е T Р SRE ЯО ВКО IE 
нн, DNA 分 子 扭转 的 数量 等 于 原来 变化 的 螺旋 量 ， 

САНА жін ЛЕ REH ME 

J T Hae ml sn КЕН ГТ L—=T +W 

dh L БАҒЫН Е ОМА ВЕ ДЕБЕО B IK ВЕГА — УРЕ 
ТИ еи Е А Е, ГЕ ЕЕЕ ВОНГА, ТЕЕ 
环 状 DNA ВЕ p ЕНЕР, ВЕ АРСА Г, ЕСЕН. T 是 双 螺 旋 的 图 
аг, РЕНЕ EN, ЕЕ J bita qh Akas РРР КАР Р КЕ 8 L— T, 
DNA 成 平面 环 。W Е FE yE ЕЧ Н Н РЕВА ТЕН. ЖИІ 
ін, Ж.Т 和 W ОМА 三 维 结构 不 同 而 取 不 同 的 值 .例如 一 个 元 应力 ,松弛 的 B-DNA 
有 420 bp 组 成 ,一 条 链 绕 另 一 条 链 由 次 ,形成 42 Ша, lk L= T = 42,W=0. шан 
сан, Ш ВИИ АЕР ПЕ П. Т" 爹 厂 到 36。 АН ЕБЕР, ЫНЫ, ППВ — 
ДЬЕ Т 36.870, ЖНЖ НЕН. АБВЕР ЕГЕР ЛЕЕ, а DNA 
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A.F] R|B-DNA ,因此 T X EB ТАВА, WL — 36, T kW = —6, š nk Y 6 + T tB SR W 
ОТЕ). 

шрМАЙ ЕНСІН t 538 ЕЗ ВДЕ ТЕТ ЯЕ БЕ dk ӘНЕ Jr ТАТАН [ЕО JE IR ІІ 
螺旋 以 此 来 释 总 张力 CE ЖИЕН DNA ЕНЕС Ty. ЧС Bi 8k 868 E] 2 SR PS 
З 0937 E ,形成 正 超 螺旋 ,通过 这 样 来 释放 张力 ( 妈 是 正 值 ]。 当 DNA Жөнін 
ен, ЕШЕНЕН ИЗЕН si Pa НЕШЕ СІН 5-12). 


шіл мынан ЕЕ 


W DNA F —- 4-3 3 t bk ЕЗБЕ ШІН ІН ШӨЛДЕР? ,通融 形成 正 超 螺旋 的 DNA. 
ш Е ОМА 分 子 托 故 到 平面 上 时 ,了 便 减 小 到 与 工 ни, НИЕ 
ШЕТІНЕ ЧЕ СЕЕ 5-13), 


В 5-13 心力 对 环 决 DNA 产生 的 作用 


АЕ h, ЕНЕНЕ ТОМА ЖЕЕ ТК 2), ОМА 复制 过 程 能 顺利 进行 
起 螺旋 可 能 有 辣 方 面 的 生物 学 意义: 站 想 螺 许 DNA ШЕЯ ОМА 更 紧密 ,使 DNA 分 
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Tl а А. EL ЕНІН ІН СОА SL ВЕ HE E aa ЕН ВЕ eq SE БЕ РА НЕ, ІЛ ЦЯ DN A 分 
于 与 其 他 分 于 如 障 . 重 日 大 和 了 的 相互 作用 。 

Сауе ЕРУ Е ЕЈ 

Теж 

ГАА ЭА ОЧА НЕНІ Д n Ет Вр. е m АСА ұң M TF З ПЕ il Pš 
rE 3 Wata Trak. РАА А ТО Е АЕ [N E S 25 Pp ЗИ Тт МІНІ ЕЕ N, 

ЕРЕ ФП ХБН h ipu ТА НЫ, ЖИН 5-14. 


7% 
на | ми С Ў 
сб а? 
% ы” е 
RNA- 重 自 质 术 HIM: DNA 


Еа ХЕНШІЗЕРН 


Фен ИЗМАрУА Р W Ea bs. ОСБ ЕРТ Е ҒАНЫ АЖ ЧЕМА ШЕБІ 
3 PEBE ЕПМА., ИИНЕСЕНТЕ Т ШІЛЕННЕНІН Rar BBT th Ë TE ES E FE HN $58 НІН) FE 
成 。 

相对 于 原 直 生物 , 真 核 生 物 中 的 基因 起 更 加 复杂 。 对 于 在 同 的 物种 , 真 核 姻 胞 中 从 色 传 
的 长 度 和 数量 也 平 加 ,例如 :类 的 细胞 中 有 23 mei Е КҮН ММЕН EBA а WITH а, 
ж. НИ ПЕТ то АЕ, ҢІЗ 6.6 ТНА, У ВЕДЕ ДОНЕ НЬ а, 
体 部 舍 有 两 个 结构 单元 ;着 星 粒 和 端 习 ,着 毕 殖 是 DNA 序列 中 AT 帘 集 区 , 它 与 非 组 蛋白 质 
相连 并 形成 动 原 体 . 在 细 胸 分裂 中 , 动 原 体 与 办 纤 准 相互 作用 , 疯 粒 悬 染色体 束 端的 DNA 中 
的 CCCA 重复 区 , 它 在 CDNA ЖИН ФІІНІ ШЕЛ ЕМЕН. 

ш-Ртияе ғаннан ОМА Е НЕЕ ЕА АЕ УЕА ЕН. 
ЕНЕНЕ Е i Е ГА ЕЕ АС РУ БЕА ОАА ШІ Н, „Н.А. Наа. Н» 
Н, КЖ, ЕНЖИЕН ЧЕ ВТ а НЕН Ei SR А Е НЕ. ІП, ЖЕ ЕНІНІҢ 
О а АЕ У Е Br ЗА АЕ [ЈАЗ ЕП ТІНЕН ЕТ ЧЕЧЕ EE ii (PT BR МЕЧЕ. 
г Е ТАЕ АПР ЖӘН). 这 些 化 学 修饰 的 重要 意 广 目前 正在 研究 中 。 ЕНІНЕН 
与 DNA 相 早 告 则 产生 核 水 体 , 它 是 走 核 生物 细胞 中 举 色 体 的 结构 音 元 。 

ТУН МЖ 

минет таннін, А ЕНЕ РЕВЕ H83E H ta tn, Ht А ИТТЕ Fa of: Sa 0 
трак, ЕРЕЕН ЛЧ E BU hD EH H, Ë H, FETO S ë Rü BJ i W: 
ТЕ Н. S H, tt ЙУ ЕНЕНЕ QW Pop ЕЕ. J MS EIN IH 
мы DNA НЕТА БИНТ ЕЕК, КИША А TK 09 ОМА 大 的 为 
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140 bp: 男 外 还 有 本 bp КЕ DNA ЗЕТУ ПА ЕК СЕ 5-15), 


图 5-15 Ғе 


а h S ЕЕ РЕНА А th S EET , 核 小 位 伍 熏 绕 成 更 高 级 的 结构 , Е 30 sm #F391, E nf 
进一步 篇 绕 形成 200 nm ВУЗЕ ИВАНЕ Ri THE W UL y arf XPE BR E ËP 
БЕ ЕАН СИГЕ Mi] Sr БІНЕ, Н ХИ АЕ В 338 rq: ij Ha En ИЕНІҢ 
ЕМЕН ИНЕ АВ араг ЕШ ДЕНІ, 

ЕЛЕН,ҚЫЕИНИВФИЕ ФЕН ЕНЕ НІН MZ) 37 ЕІПІНШІН 
ВИТИР АТА r НИЕНІ ТЛ ОЗЕН ХР Е РУСЕ ЕРУ ЕЕЕ, 


二 ,DNA ЖБЖ ЛЯ 


DNA ЕЧЕИ ЕТЕ ЕТЕН АЕ ВРЕ ОМА Әсет ЕзИМИНИК ЕКІН 
ВЕЕ Е ТЕ h r rh Det W, ЛЕ DNA 的 第 一 个 功能 。 

DNA ЙІНЕ | ЕВЕ ia B hisa aaah A НИТЕ s F НОН, 
DNA 块 定 生 特 性 状 的 延 乒 性 与 稳定 性 ,这 是 DN 上 的 第 二 沾 功 能 . 

DNA ВЕРИ FE P| ke sz ІНІН FN 9 RNA ЖЕТІЛЕТІН НІШІН ЗЕРЛЕУ СВ ЕЕ 
ИЕ Е т ,内 而 体现 生物 仁 的 竺 人 征 活 动 和 生 审 现 梨 。 生 物 的 性 状 往 柱 戎 生物 的 生长 发 
育 阶 芭 尼 及 生活 杀 忻 而 不 同 , 这 与 DNA 中 林 诬 的 基因 表达 状 咒 有关, 此 加 所 谓 的 基因 表达 
调控 。 这 是 DNA 的 第 三 个 功能 。 

生物 的 外传 性 和 礁 蜡 性 同时 窑 在 ,内 适 庶 环 境 的 变化 ,生物 的 进 传 性 是 基因 稳定 性 的 表 
现 , 变 蜡 性 是 基 固 磷 变 的 表现 ,遗传 和 变异 帮 是 普遍 存在 的 自 按 现象 ， 在 一 定 范围 内 的 完 变 
是 生 牺 产生 新 的 过 传 性 和 新 的 生物 物种 所 必需 的 ,没有 突变 就 证 有 生物 的 进化 , 生 特 界 就 平 
收 前 进 , 所 忆 变 异 也 可 以 说 是 DNA 的 一 个 功能 ， 
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三 .RNA 的 结构 


核糖 核酸 是 多 形 核 全 酸 中 故 一 种。 在 蛋白 质 的 合成 中 几乎 者 涉及 到 核糖 核酸 。RNA 分 
于 是 在 转录 计 程 中 合成 的 。 存 转 式 过程 中 ,通过 与 DNA 台 成 相 亿 的 机 理 来 产生 新 的 RNA 分 
“ҒА АН RNA 分 子 是 通 计 王 补 碱 基 对 形成 的 ,因此 RNA ЗЕЛЕ Н ОМА 4268Ж 
中 其 中 一 条 链 的 破 基 六 列 确定 的 。 

КМА 分 子 与 DNA 介子 第 构 上 的 不 同 主要 表现 在 以 下 几 个 闻 芹 ，: 

(DRNA ТЕН В, ОМА 分 子 中 成 糖 是 脱 气 核糖 。 

(ФОМА 分 子 碱 基 组 成 是 和 .GCT ,而 RNA 中 网 以 U Тт, 另外 ,一 些 RNA 分 于 中 
的 碱 基 被 各 种 雷 妊 的 短 ( 如 硫 解 酶 НО А) ВР 

ООБМА 是 由 双 股 黎 核 苷 酸 链 组 成 的 ,并 以 驭 螺旋 形式 存在 ,而 RNA 分 于 则 是 单 股 多 
ЕЕЕ. 由 于 这 种 原因 ,RNA 能 转 卉 自己 缠绕 ,形成 独一无二 且 相 当 复 杂 的 三 维 结构 ,这 
种 结构 的 形状 取决 十 特定 RNA 序列 的 王 补 碱 基 对 以 及 碱 匡 的 堆积 ,RNA 不 仅 是 单 股 链 , 而 
县 分 子 中 的 碱 基 比 例 亦 不 称 DNA 那样 遵守 查 格 夫 法 则 , 即 RNA 分 子 中 的 G 和 CC 不 一 定 相 
ЕЛАС Ж-Е, 

КМА 中 的 三 种 主要 RNA 

RNA 分 子 中 最 显著 的 类 型 是 转移 RNACRNA) 、 核 灶 体 RNACTRNAJ 和 信使 RNA 
mRNA) 还 右 共 他 数量 较 少 的 RNA, 即 不 均一 核 RNA (hnRNA КӘ RNA (snRNA). 
对 于 tRNA .rRNA Rl mRNA 的 作用 可 以 做 全 简单 的 比喻 ,其 中 mRNA 被 认为 是 模板 ， 
rRNA 是 场所 ,tRNA ШЕТІН. 

1. 转移 RNA 

tRNA 的 主要 功能 是 在 蛋白 质 生 物 合成 过程 中 作为 氨基 酸 的 受 体 ,携带 活化 的 氨基 酸 
到 生长 中 了 天 链 的 正确 位 置 ,起 转移 氨基 酸 的 作用 .tRNA ДЕ ВМА 17150, 组 成 :RNA 
的 核 苷 酸 平均 为 75 个 。 虽然 火 多 数 蛋 白质 仅 有 20 种 氢 基 酸 组 成 ,但 是 在 细胞 中 都 至 少 有 五 
十 多 种 不 同 的 tRNA ,每 种 tRNA 都 有 自己 独特 的 友 密 码 子 三 聚 体 , 通常 … 种 氨基 酸 有 -一 种 
以 上 的 tRNA ,它们 之 间 是 同 功 tRNA。 

tRNA 分 于 的 三 级 结构 与 三 村 草 形 状 相 似 ( 图 5-16)。 这 种 形状 的 形成 是 由 于 链 内 蕴 碱 
区 高 度 堆积 引起 的 。 

tRNA 分 子 包 含有 大 量 的 修饰 碱 基 , 例 如 假 尿 苷 .4- 硫 代 尿 苷 、1- 甲 基 乌 但 、 一 氢 尿 核 
%. 

在 tRNA 分 子 中 含有 两 个 重要 的 结构 成 分 :3- 末 端 和 反 密 码 了 了. 这 些 结构 使 tRNA 能 热 
行 两 种 重要 的 功能 。3- 末 端 能 与 特定 的 氨基 酸 共 价 结合 , 反 密码 子 包 含有 3 对 碱 基 对 序列 。 
在 集 白 硕 合 成 中 , 反 密 码 子 能 与 mRNA 中 的 密码 子 配对 结合 。tRNA 分 子 还 含有 其 他 三 个 
重要 的 结构 特点 ,它们 分 别 是 :D СОШ Е) Төс 环 和 可 变 环 (4p Е ЕТ, 环 
манат, тос ая ЖӘНЕ БН, СЕМА 可 根据 可 变 环 的 长 度 
进行 分 类 。 大 部 分 tRNA 分 子 ( 大 约 80%%) 的 可 变 环 含有 4~5 个 核 霸 酸 ,而 其 他 tRNA 分 子 
的 可 变 环 含有 的 核 苷 酸 数 可 达 20 个 ， 


Еі5-16 tRNA 的 三 级 结构 


2. РЇ ЕМА 

rRNA 6 Н) —26 RNA ,2 А RNA BJ 80% , = 1: 235 Е АЗЕ 
БЕН, ВЕНЬ ВЛЕН ДА ААН GS HK EK S 8 3 PI E У Ж rRNA ,因此 有 
НАК ЕН Оо. Б т АЫ АВОН ИРЕ ВЕ БАВНИ ІН Z 
НИЕ АУЛА) .两 种 类 型 的 核糖 体 都 包含 有 大 小 不 等 的 两 个 亚 基 ,大 亚 基 的 大 小 约 
芋 小 亚 基 的 两 倍 。 其 大 小 是 根据 S 值 来 衡量 的 人 S 是 沉降 单位 的 简写 ,8 的 大 小 代表 其 在 离心 
机 中 沉降 速度 的 大 小 )。 原 核 生 物 核糖 体 (70 S$) 是 由 一 个 50 5 和 30 5 的 亚 基 组 成 的 ,而 真 核 
生物 核糖 体 (80 S) 是 由 一 个 60 5 40 S 的 亚 基 组 成 的 。 

在 每 一 种 类 型 的 核糖 体 亚 基 中 可 以 发 现 几 种 不 出 的 rRNA 和 蛋白质, 例如 :天 显 杆 菌 的 
小 核糖 体 中 包含 16S rRNA 和 好 多肽 ,一 个 典型 的 大 真 核 生物 核糖 体 亚 基 包 含 三 种 rRNA 
分 子 (5 S,5.8S 和 28 S) 和 49 АҚ, АР ЕШ 18 S rRNA 和 大 约 30 ЖК, 

з. (Е(ВЕМА 

mRNA 转录”DNA 上 的 遗传 信息 并 指导 蛋白 质 的 生物 合成 .mRNA у КМА 的 
5%。 各 种 mRNA 分 子 的 大 小 不 同 , 例 如, 大肠 杆 菌 mRNA 的 长 度 的 变化 范围 是 500 一 5 000 
ЖЖС, 

原核 生物 和 真 核 生物 的 mRNA 不 同 ,者 现在 几 个 方面 .首先 ,许多 原核 生物 的 tRNA 
是 多 顺 反 子 , 即 一 个 操纵 子 负 责 的 一 段 转 录 产 物 对 几 条 多 肘 链 编码 ;相反 地 , 真 核 生 物 
mRNA 只 为 一 条 多 肽 链 编 码 , 因 此 被 称 为 单 顺 反 子 ( 顺 反 子 是 DNA 序列 , 它 包 含有 多 上 肽 的 
编码 信息 ,同时 还 包含 有 核糖 体 功能 所 需要 的 儿 条 信号 ), 第 二 ,不 核 生物 和 真 核 生 物 
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mRNA ІНЕН. 原核 生物 的 mRNA ЗАНОВО НКБ Ы НЬ, 
而 真 核 生物 的 mRNA 需要 进行 修饰 ,这 些 修 饰 包 括 帽子 结构 (由 7- 甲 基 上 岛 嘿 哈 核 夫 与 5- 末 端 
残 基 形成 ) ЖЕКЕ ИТКЕ Е. 

4. 不 均一 核 RNA Ж] КМА 

在 真 核 细胞 中 ,hnRNA fl snRNA 起 着 互补 作用 。hnRNA 分 子 是 DNA 转录 本 的 最 初 
形式 ,也 是 mRNA 的 前 体 。hnRNA 经 过 前 接 作 用 和 修饰 ,形成 mRNA 。 前 接 作 用 是 从 初级 
转录 上 将 基因 内 区 的 酶 除去 。snRNA( 即 小 核 RNA 分 子 , 包 含 90 一 300 个 核 苷 酸 ) 与 几 个 蛋 
白质 结合 可 形成 小 核糖 核 蛋白 颗粒 。snRNA 在 mRNA 前 体 的 剪接 过 程 以 及 几 种 RNA 的 形 
成 过 程 中 起 作用 ， 


四 .RNA 的 生物 学 功能 


1. 蛋白 质 生 物 合 成 

蛋白 质 生物 合 成 是 生物 体 最 复杂 的 事件 之 一 ,是 由 RNA ,蛋白 质 因 子 、 酶 .氨基 可 和 核 
苷 酸 等 200 多 种 生物 分 子 共同 参与 的 ,其 中 最 关键 的 是 mRNA .tRNA #IrRNA, mRNA (Е 
为 蛋白 质 生 物 合 成 的 模板 .遗传 密码 与 阅读 框架 ,tRNA 在 绰 白 质 生 物 合成 过 程 中 起 接合 作 
用 ,rRNA 则 是 蛋白 质 生物 合成 的 场所 。 

2. RNA 作为 遗传 物质 

自然 界 大 多 数 生物 都 是 以 DNA 作为 遗传 物质 ,但 有 不 少 病 毒 都 是 以 RNA 为 遗传 物质。 
例如 , 某 些 噬菌体 如 QB.MS2 等 , 绝 大 多 数 植物 病毒 ,六 类 动物 病毒 中 的 第 ,NW、Y 和 妇 类 
以 及 自前 发 现 的 最 小 植物 病原 体 类 病毒 都 是 以 RNA 为 基因 组 的 ,植物 病毒 及 类 病毒 对 其 些 
农作物 危害 极 大 。 一 些 RNA 病毒 是 人 类 疾病 的 病原 体 ; 其 中 第 妇 类 病毒 的 生活 史 中 有 以 基 
因 组 RNA 为 模板 合成 DNA 中 间 体 的 环节 ,因此 又 称 为 逆转 录 病 孝 。 

3. RNA 也 表现 催化 功能 | 

近年 来 已 发 现 一 些 RNA АЖИН ЖІНИЯКМА 分 子 进行 生化 转化 的 能 力 .RNA Я. 
有 介 化 厘 能 不 仅 冲 击 了 酶 都 是 蛋白 质 的 传统 观念 ,而 且 由 于 RNA 具有 名 我 复制 ( 即 催化 转 
移 聚 合 ? 药 活性 ,也 使 人 们 产生 了 一 个 新 的 观念 , 即 RNA 可 能 是 先 子 DNA 和 和 蛋白质 最 早 在 
地 球 上 出 现 的 生物 大 分 子 。 

4. RNA 在 基因 表达 中 的 调控 作用 

过 去 一 般 的 概念 是 ,在 原核 生物 和 真 核 生物 细胞 中 ,基因 的 表达 都 是 道 过 调节 基因 密码 
合成 蛋白 质 来 进行 调节 控制 的 。 但 是 ,近年 来 ,人 们 已 发 现 , 某 些 调节 基因 产生 的 RNA +B PL 
有 调控 基因 表达 的 作用 ,这 类 谓 节 基因 称 为 友 义 基因 , 它 的 表达 产物 RNA ЖАБ КМА. 
ЖИ У ВМА 的 意义 有 :(1) 它 可 能 为 肿瘤 .病毒 以 及 先天 性 遗传 疾病 的 防治 提供 另 一 条 放 
径 ;(2) 它 为 净 变 机 制 提 殿 又 一 种 可 能 的 解释 。 


五 ,核酸 的 性 质 


1. DNA 的 性 质 

cDNA 的 物理 性 质 ” DNA 是 双 链 大 分 子 , 它 具有 以 下 特性 ， 

а. DNA 的 碱 基 对 数 为 10 一 1001 ,分 子 量 为 10…103 ,长 度 为 1 pm 一 10 em, 是 具有 一 定 
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着 曲 度 的 线性 分 子 , 长 度 与 直径 比 达 107 左右 。 

b. РМА ЖАЖА В ВЕ, ,加热 或 以 其 他 处 理 夏 坏 螺 旋 结 构 ( 即 DNA 分 子 发 生变 
性 ) 时 粘度 下 降 。 

с. 具有 很 大 的 沉降 常数 和 有 漳 力 密谋 。 脖 常 可 以 采用 伺 化 饱 密 度 梯 度 次 心 的 办 法 测 出 
DNA 的 浮力 密度 ,并 可 由 此 测 出 DNA 的 G-C 含量 ,区 分 单 链 DNA 和 双 链 DNA( 图 5-17) , 


0.2 1 2 5 10 20 50 100 
ЯТ х 107 


В 5-17 DNA 2 JD BE Сл) .沉降 系数 的 关系 


d. ОМА Ж ВАЛИ ,260 nm ЩЕК. ЖОКЕ 260 пт Ж 
收 值 测定 对 核酸 进行 定量 。 Н T DNA ЕЖА H ХЕЛЕН ЕН ЙЫ» 
НЕН Т НН ЕЙ € CP) JH E: 

Є(Р)=Ањ/С 1 (Р) =А/С 1 
式 中 人 C МЕРИ Е ЕГІ 293648, 

DNA ËJ € (Р) — 20 6 000--8 000, 它 比 其 所 含 的 核 苷 酸 单 体 ECP)? 值 的 和 要 低 , 降 
低 的 穆 上 度 部 分 地 和 双 链 销 构 有 关 。DNA 变性 ,E (P) 值 升 高 ,表现 所 谓 增 色 效 应 ;变性 后 复 
Ж,.Є РХ БОК, ЖАНЕ ЖАНР, 

(2)DNA 的 解 离 性 质 和 稳定 性 ПГМАНЖИНВ.Е-НЖАРЫЕІ < Nn EY Be == 
(pK, 与 pK; 分 别 为 1.5 与 6.0 ЛО ЕНЕ ЕЛІНЕН НЕДЕН т ЕЕ СрК (Е 
1.5 ) ,在 通常 的 DNA 抽 提 深 滚 中 ,这 些 磅 柄 基 全 部 处 于 解 离 状 态 , 因 此 表现 较 强 的 酸性 。 
这 种 多 阴离子 状态 的 DNA 可 与 金 坑 离子 成 盐 , 也 可 与 多 阳离子 如 碱 性 蛋白 ,组 蛋白 \ 亚 精 胺 
等 结合 。 

DNA 的 碱 基 的 pKK 值 一 般 为 3. 5 一 12.0 左右 ,形成 核 车 酸 后 酸性 解 离 增强 ,因此 DNA 
的 等 电 点 一 般 在 3 左右 。 

由 于 DNA 的 双 螺 旋 结 构 依 赖 于 碱 基 对 问 的 所 键 促 成 .维系 ,而 碱 基 的 解 离 状 态 又 与 氨 
键 的 形成 和 稳定 有 密切 关系 ,因此 溶液 的 pH 值 直接 影响 DNA 的 稳定 性 。DNA 的 pH 稳定 
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范围 一 般 为 4~11，。 

(3)DNA 的 变性 和 复 性 

高 温 , 酸 ,大 以 及 某 些 变 性 剂 ( 如 尿素 ) 能 破坏 核酸 中 的 扎 键 ,使 有 规律 的 螺旋 斑 双 和 链 结 
构 变 成 单 链 和 前 .无 规律 的 * 线 团 ”, 此 作用 称 为 核酸 的 变性 .变性 后 ,核酸 的 莹 外 吸收 值 急 出 增 
加, 还 发 生 粘 度 下 人 降 .生物 活性 袁 失 等 变化 。 因 此 ,可 利用 这 些 性 质 来 判断 核酸 是 否 变 性 。 

DNA 的 加 热 变 性 一 般 在 较 罕 的 温度 范围 内 发 生 , 很 像 夯 体 结 蜡 物 质 在 其 炊 点 突然 熔化 
的 情况 ,因此 , 道 常 把 热 变性 温度 称 为 “熔点 "或 解 链 温度 (符号 Tm,Ty) ,在 此 温度 可 得 到 
紫外 吸收 (或 其 他 特性 ) 最 大 变化 的 半数 值 (图 5-18?。 


A(260nm) 


30 
T (C) 


图 5-18 DNA 的 熔点 


(скот 


5-19 DNA 的 Tm ӘҢС--С ЕЕ 


Шы ЕТЕ £ WJ DNA 其 Tm (АЕ, 52 2 NAY IK СИЧ 5-19. ИЯ 6-С 
碱 基 对 中 含 3 个 氢 键 ,而 A-T 碱 基 对 中 只 含 2 个 氢 键 ,因而 这 两 类 厌 共 对 稳定 核酸 结构 的 作 


用 有 差别 。 
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电子 显微镜 照片 令 人 人 信服 地 证 明了 这 一 -点 ,因此 ,DNA 的 变性 在 一 定 条 件 下 是 可 道 的 。 
变性 DNA 恢复 其 原 有 结构 和 性 质 称 为 “ 复 性 ”。 

仅 当 绥 慢 冷却 (退火 } 时 才能 随 着 “ 复 性 "DNA 的 形成 而 发 生 螺 旋 一 一 线 团 转变 的 逆转 ， 
因为 互补 的 链 普 先 必须 相 过 ,并 在 盘 线 于 一 起 而 形成 双 曙 旋 之 前 将 互补 区 联系 起 来 ,相同 来 
源 的 两 个 DNA 样品 容易 通过 这 种 过 程 形成 “杂交 分 子 ”, 不 同 来 源 的 DNA 加 果 徐 此间 的 核 
蔡 酸 排列 顺序 互补 ,也 可 以 形成 杂交 分 子 , 这 种 形成 歼 交 分 子 的 过 程 称 为 “分 子 杂交 ”。 分 子 
条 交 的 技术 是 研究 核酸 功能 的 重要 手段 ， 

RNA 变性 时 发 生 与 DNA 变性 时 类 似 的 变化 ,但 其 变化 程度 不 及 DNA 天 ,因为 RNA 分 
子 中 只 有 部 分 螺旋 区 。 

核酸 变性 并 不 涉及 核 昔 酸 间 共 价 键 的 断 狐 , 困 而 并 不 引起 分 子 量 的 降低 .多 核 苷 酸 链 的 
ВЕ ВНТУ ИНЕ ОМА 或 RNA 变性 或 降解 时 其 紫外 吸收 值 增加 ,这 种 现象 叫做 增 
色 效 应 。 与 增色 效应 相反 的 现象 称 为 减 色 效应 。 变 性 核酸 复 性 时 发 生 减 色 效 应 。 增 色 效 应 
和 减 色 效 应 是 堆积 不 基 的 电子 间 相 互 作用 的 变化 引起 的 .紫外 吸收 值 的 测定 简便 易 行 ,所 以 
常用 核酸 溶液 紫外 吸收 值 的 变化 作为 变性 或 复 性 的 指标 。 

2. RNA ТЕЛ 

ВМА 和 DNA 一 样 ,都 是 多 核 甘酸 ,而 且 或 多 或 少 都 有 部 分 双 蜡 旋 结 枸 ,因此 在 物理 化 
学 性 质 上 很 相似 ,但 也 有 小 的 差异 ,例如 ;RNA 溶液 虽然 也 有 高 的 粘度 ,但 相对 DNA 9021 
小 的 多 ;RNA 活力 密度 比 双 链 DNA 更 高 , 它 的 € (CP) 值 也 略 大 ,为 ? 000—10 000; RNA 同 
样 有 变性 复 性 现象 ,但 变性 曲线 较为 平坦 ,Tu 亦 较 低 , 只 有 rRNA 由 子 具 有 较 多 的 双 螺 旋 
区 ,Ts 相对 高 些 ,变化 曲线 也 陡 些 。 


六 、 核 酸 的 分 网 


1. 核酸 分 离 的 一 般 程 序 
(1) 90% 
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分 离 核 酸 的 第 一 步 是 把 它 与 其 他 细胞 成 分 解 离 ,使 它 同 结合 的 蛋白 质 分 离 . 破 碎 动 物 细 
胞 可 用 方法 如 下 :冷冻 和 溶化 ,渗透 剧 度 法 ,化 学 试剂 ;也 可 使 用 机 械 破 碎 。 声 波 或 超声 波 破 
碎 姓 理 对 少量 材料 的 破 储 是 一 个 有 效 的 方法 。 

细 苗 细胞 可 以 用 才 面 活化 剂 如 十 二 烷 基 础 酸 钠 (CSDS) 绚 解 ,在 适当 的 细胞 中 还 可 用 洲 
А. 

(224% 

细 陷 破碎 和 离心 除去 细胞 碎片 后 РЕНАН А Е Н БУВ, 2 БАГ 9 
抽 提 ,或 用 氯仿 - 异 皮 醇 或 氯仿 - 辛 醇 反 复 处 理 。 

在 RNA 的 分 离 中 ,必须 注意 避免 实验 材料 本 身 或 操作 者 手指 污染 的 核酸 酶 造成 的 降 
解 ,因此 要 用 核酸 酶 的 适当 抑制 剂 . 在 DNA 的 制备 中 ,由 于 邯 合 章 和 SDS 的 存在 ,可 以 防止 
二 价 金 属 离子 激活 的 赔 氧 核糖 核酸 酶 引起 的 降解 。 相 反 , 可 以 用 纯 的 核糖 核酸 酶 从 DNA 制 
剂 中 除去 污染 的 RNA, 面 RNA 制剂 也 可 以 用 纯 的 陪 气 核糖 被 酸 酶 除去 污染 的 DNA，。 

《3) 纯 化 

核酸 的 纯化 是 根据 分 子 的 大 小 .二 级 结构 和 碱 基 成 分 的 差别 进行 的 。 按 分 子 灰 小 分 离 核 
КІМНЕН ЕНЕ МЕНМЕН АНССЕН — НЧЕ ИОНҒА 
ЖІНІН ЕЕ A SEDE RR k ГЕ ay ДПЕ НЕКИЕ УЬ, НЫН Т, НЕ Т-ҒА ЕН Kuas 
减 次 序 从 柱 上 洗 脱 下 来 的 。 

纯化 核酸 也 可 根据 二 级 结构 ;可 用 硅 络 土 甲 基 人 比 白 蛋 白 柱 (OMAK) 进行 纯化 ,在 这 个 柱 
上 单 链 PNA 比 双 链 DNA 结合 的 更 牢固 ;或 者 用 痊 蔗 磷 灰 石 ( 一 种 吊 状 碰 酸 铬 ) 柱 纯化 核酸 ， 
它 能 保留 双 链 DNA 而 允许 单 链 DNA 通过 。 : 

利用 破 基 组 分 的 不 同 也 可 以 进行 提纯 。 例 如 ,不 同 tRNA ВОКЕА, nj 230372) 
洲 法 分 离 。 而 碱 基 组 分 不 同 的 DNA 浮力 刻度 不 同 , 因 而 可 以 用 氧化 狗 密 度 梯 度 平 衡 离心 进 
行 分 离 。 

2.DNA 的 分 离 

真 被 细胞 中 的 DNA 常 以 核 蛋 白 形 式 存 在 。 利用 核 蛋白 溶 于 水 或 1 mol/L Nacl 的 性 质 ， 
将 核 蛋白 从 细胞 匀 桨 中 分 离 出 来 ,再 用 饱和 以 水 的 匠 酚 等 溶剂 与 上 述 核 蛋白 共振 ,冰冻 离 
心 。 DNA 溶 于 上 层 水 相 中 ,而 变性 蛋 冉 则 停留 于 琴 层 内 。 客 次 反复 。 将 含 DNA 的 水 相合 并 
后 加 入 相当 于 2. 5 悄 体积 的 将 无 水 乙醇 中 ,可 将 DNA 沉淀 出 来 。 此 时 PNA 十 分 粘 箱 ,以 玻 
棱 线 成 一 团 ,取出 。 以 核酸 酶 水 解 以 除去 RNA 。 借 盈 密 度 梯 度 平衡 超速 离心 法 或 通过 屋 析 
z РМА 分 于 的 太 小 和 形状 分 离 各 种 DNA。 

3. RNA 的 分 离 

从 经 过 差 速 离心 所 得 含 RNA 的 不 同 细胞 器 分 离 各 种 RNA :从 核 蛋 白 体 分 离 ?TRNA ,从 
多 聚 核 蛋白 体 分 离 mRNA ,从 胞 液 可 以 分 离 tRNA。 其 分 离 方法 与 DNA 的 分 离 法 相似 。 

4. 核酸 的 绅 化 

在 核酸 制剂 中 , 除 合 核 酸 外 ,还 有 其 他 含 辜 物 质 及 含 糖 物质 ,因此 ,必须 经 过 不 同 洲 狮 的 
提取 、 离 心 ,才能 得 到 核酸 的 纯 品 ,其 流程 见 图 5-21。 

5. 核酸 组 分 的 分 离 净 定 

核酸 水 解 产生 的 4 种 一 般 碱 基 或 核酸 可 用 各 种 电泳 或 层 析 方法 进行 分 离 , 如 纸 电泳 、 胶 
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核酸 制剂 * 


次-59%6 一 103%6 的 过 得 酸 
жЕ Ега. Жы 


u і 
«ЕЗІ Їл I 


вжи [Í | сот, 
өзім, Жет) аа Сем, ош. R) 


ЕП Н 
ЕЕЕ ОМА, ЕМА 
а X. = 7, 
ЖЕТ, 15 піп $ 


Еш 深蓝 班 


£e3hEDNA, RNA 
ішгіЛАТф 88, 
49), ІВҺЖЖҚМА, Яо 


«ЕЗУ Үау 
ЕМА? (ОМА) 


В 5-21 ЖРФИМЕУНЕ 
以 1 mol/L МАОНО КОН) 37 人 下 保温 过 夜 ,RNA Ж DNA ЖЕЕ. А НЕ 
三 气 乙 酸 ( 最 终 按 度 为 5 一 10%) 酸 化 后 ,DNA ЕЕ НЕ, l. БРА RNA 被 解 产 物 。 


电 读 . 纸 层 析 、 高 子 交 换 层 析 、 汶 层 层 析 . 反 相 层 析 等 .修饰 组 分 因 含 量 很 低 , 分离 整定 时 常用 
间 位 素 对 被 酸 进行 体内 或 体外 标记 ,并 采用 ?20 世纪 70 年 代 开 始 发 展 起 来 的 纤维 紊 双 向 薄 层 
层 桥 技术 ,这 个 方法 快速 ,灵敏 且 重 复 性 好 ， 

6， 核 酸 含量 的 测定 

(1) 定 磷 法 ”将 测试 标本 用 浓 硫 酸 或 过 氛 酸 消化 ,使 核酸 杰 转 化 为 无 机 厨 酸 。 然 后 ,磷酸 
与 信 酸 镀 皮 应 生成 理 钼 酸 镀 , 它 在 还 原 剂 存在 下 ,可 被 还 原生 成 银 蓝 。 通 过 测定 元 机 磁 酸 测 
定 核 酸 。 

通常 RNA 的 平均 含 碰 量 为 9. 4% ,而 DNA 为 9. 9% ХН, ПАТИ, 

《 罗 定 粮 法 ”在 一 定 条 件 下 , 核 精 和 脱氧 核糖 分 别 能 与 地 衣 酚 、 二 芋 胺 产生 是 色 反 应 。 利 
用 这 种 特性 测定 糖 捧 及 核酸 量 ， 

RNA 与 让 盐酸 共 热 则 降解 ,生成 的 核糖 进而 转化 成 糠 醛 , 它 与 地 衣 酚 反应 星 鲜 绿色 ,在 
670 nm 处 持 现 最 大 光 咀 收 。 该 度 应 需 以 FeCl, 或 CuCl 做 催化 剂 。 

DNA 你 加 热 琶 解 后 ,水 解 所 得 脱氧 核 精 转变 为 省 状 -rz- 酮 皮 醛 ,再 与 二 苯 腔 生成 蓝 色 物 
质 , 在 595 nm 处 持 现 最 大 光 吸 收 。 

RNA 和 DNA 在 20 一 200 pyg/ml 浓度 时 , 光 窗 度 与 核酸 浓度 哇 正比 关系 ， 

(3) 染 外 线 吸 收 ” 该 方法 是 利用 核酸 组 分 匣 蛤 环 .于 啶 环 具有 兹 外 吸收 的 特性 。 用 这 种 
入 法 测定 核酸 含量 时 ,通常 规定 在 260 nm 下 ,每 毫升 会 1 ug DNA АНЖЕ СЕТ Аз) 29 
0. 020,17 98971 pg ЕМА 溶液 的 Azso 值 为 0.022， 由 测 得 的 未 知 浓度 的 DNA (或 RNA) 
溶液 的 4xo 值 , 即 可 计算 出 其 中 的 核酸 含量 
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第 四 节 ”病毒 的 结构 ,功能 及 DNA 突变 


病毒 一 一 曾 -- 度 被 视 为 奇 物 , 也 许 是 生命 和 无 生命 之 间 的 一 种 过 渡 物 ,现在 已 经 证 明 它 
是 研究 核酸 的 一 个 很 重要 的 材料 。 病 毒 的 遗传 信息 是 由 包 在 蛋白 质 壳 内 的 DNA 或 RNA 所 
携带 的 , 疯 毒 外 过 保护 核酸 免 受 损伤 ,并 使 病毒 笑 粒 的 潜在 侵 染 性 具有 特异 的 宿主 范围 。 大 
多 数 细胞 ,包括 植物 ,动物 和 细菌 细胞 都 容易 受 病 毒 的 侵 染 , 侵 染 细菌 的 病毒 叫做 轿 菌 体 。 

病毒 一 旦 进入 宿主 细胞 ,病毒 核酸 使 能 有 效 地 侵 染 细胞 ,并 最 终 装 配 成 大 量 的 子 代 病 
毒 , 从 宿主 细胞 中 释放 出 来 ,在 大 多 数 情况 下 ,由 于 产生 这 人 么 多 的 病毒 粒子 ,会 导致 宿主 细胞 
裂解 。 在 另 一 种 情况 下 ,病毒 随 宿 主 细胞 的 分 裂 而 传 给 子 细胞 ,引起 后 代 细 胞 的 改变 。 


一 ,病毒 的 结构 


当 首 次 从 烟草 花 叶 中 分 离 出 病毒 以 后 ,大 量 的 病毒 便 被 鉴定 。 病 毒 的 化 学 分 析 指 出 , 病 
毒 核酸 合 量 由 1%% 到 50%, 因 病毒 而 不 向 ,其 余 几 乎 爹 是 蛋 魏 质 , 有 些 病毒 有 脂 蛋 和 白 , 赈 面 上 
的 结构 简单 ,实际 上 掩盖 了 很 大 程度 的 复杂 性 和 挫 杂 性 .由 于 病毒 的 起 源 和 进化 历程 还 不 清 
楚 , 对 病毒 进行 科学 归 类 就 很 困难 。 通 常 ,病毒 分 类 是 根据 在 显微镜 中 观察 到 的 病毒 外 形 
《如 , 弹 状 病毒 有 子弹 的 外 形 ) 或 者 根据 病毒 的 京 源 即 解 痢 学 结构 (例如 , 腺 病毒 是 从 腺 状 体 
中 分 离 得 到 的 , 胜 状 体 是 一 种 淋巴 组 织 ) 进 行 的 ;还 可 以 根据 病毒 在 寄主 生物 体 中 产生 的 证 
状 进行 分 类 (如 疱疹 病毒 引起 皮疹 )。 

简单 的 病毒 粒子 是 由 包围 核酸 的 蛋白 衣 壳 组 成 的 。 蛋 白衣 壳 是 由 明 衣 壳 粒 的 蛋白 分 子 
相互 联结 形成 的 。 核 衣 过 是 由 蛋白 质 衣 壳 和 核酸 组 成 的 复合 物 。 大 部 分 蛋白 质 衣 这 或 者 是 
螺旋 状 或 者 是 二 十 面体 。 病 毒 的 核酸 组 成 可 以 是 DNA ,也 可 以 是 RNA。 虽然 大 部 分 病毒 合 
有 双 链 DNA (dsDNA ) 或 者 单 狂 RNA (ssRNA), 但 是 有 关 单 链 DNA (ssDNA) 和 和 双 链 RNA 
cdsRNAY) 的 基因 组 也 已 被 发 现 。 单 链 RNA (ssRNA) 基 因 组 有 两 种 类 型 :十 ssRNA 和 
一 ssRNA 。 十 ssRNA 具有 有 偿 染 性 ,可 直接 作为 mRNA 合成 蛋 日 质 ; 一 ssRNA НІШ. 
必须 依 和 化 病毒 携带 的 转录 酶 转录 成 正 链 之 后 才能 作为 mRNA 合成 重 白质 。 

在 更 复杂 的 病毒 中 , 核 衣 壳 外 面 还 有 一 层 外 套 , 称 为 被 膜 , 它 是 病毒 粒子 成 熟 时 由 寄生 
细胞 包 囊 成 的 ， 由 病毒 基因 编码 的 被 膜 蛋 白质 在 病毒 装配 过 程 中 能 插入 到 被 膜 中 。 从 被 腊 
表面 仲 出 的 看 白质 叫 刺 突 , 它 可 以 调节 病毒 与 寄主 细胞 的 结合 。 
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自从 19 划 纪 未 发 现 病毒 的 存在 ,病毒 便 引 起 了 生物 学 家 们 的 广泛 兴趣 。 病 毒 在 大 多 数 
疾病 中 起 着 重要 的 作用 ,病毒 研究 在 极 大 程度 上 有 利于 生物 科学 的 发 展 ,因为 病毒 能 破坏 正 
常 宿主 细胞 的 功能 产生 新 的 病毒 ,所 以 病毒 感染 可 为 了 解 细 胞 代谢 提供 依据 。 便 如 ,动物 细 
腹 的 感染 提供 了 极 宝贵 和 相对 确定 的 信息 , 即 关于 糖 基 合 成 蛋白 质 的 机 理 。 另 外 ,在 病毒 或 
病毒 酶 的 帮助 下 ,已 阐明 了 几 称 真 核 生 物 的 遗传 机 理 , 病 毒 研 究 也 为 有 关 基 因 的 结构 及 致 痛 
作用 方面 提供 了 痰 量 的 信息 。 最 后 ,病毒 在 DNA 重组 技术 发 展 方面 的 作用 也 是 巨大 的 。 
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三 .DNA 的 突变 


突变 使 DNA 结构 和 功能 发 生 改 变 , 但 DNA 结构 改变 不 涉及 双 链 的 断 开 . DNA 突变 因 
束 有 如 下 儿 个 ， 

1) 核 苷 酸 碱 基 自发 产生 酰胺 与 内 酰 亚 膀 互 变异 构 形 式 

一 般 情况 下 , 核 苷 酸 碱 基 是 以 配 式 结构 存在 ,但 在 特定 情况 下 ,分 子 中 的 氢 基 转化 为 亚 
氮 基 ,从 而 使 表 式 转化 为 韦 醇 式 。 通 常 互 变异 移 现 象 对 DNA 结构 影响 不 大 ,但 是 如 果 在 
DNA 复制 时 发 生 互 变异 构 , 则 可 能 引起 碱 基 的 错 谋 配 对 ,如 亚 氨基 形式 的 腺 坚 叭 将 不 与 胸 
腺 喀 啶 配对 ,而 是 与 胞 嘱 啶 配对 (图 5-22)。 
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图 5-22 五 变 异 构 引 起 转换 突变 


如 果 这 种 错误 的 配对 设 有 得 到 及 于 的 改正 , 则 将 引起 转换 突变 ( 指 同类 砚 基 之 间 的 荫 
代 ), 它 慎 于 点 突变 ， 点 突变 是 由 碱 基 对 的 站 换 引起 的 ,包括 转换 突变 和 颠 换 突变 (不 同 碱 共 
之 间 的 职 代 》。 

2) 核酸 的 身 发 水 解 反应 

(3) 一 些 电 离 辐射 :如 UY,X 射线 和 7 射线 。 低 强度 辐射 引起 突变 ,而 高 强度 辐射 将 致 
死 。 

Сау ЕЗ 1245 ,如 贿 啡 因 与 胸腺 喀 险 相似。 

《5? 烷 化 剂 , 腺 野 叭 和 乌 叮 除 更 易 受 亲 电 试剂 ( 烷 化 剂 ) 的 影响 。 

C6) 非 烷 化 剂 й НМО, „Мамо, 等 物质 。 

СТО АЛАЯ ИЛЕН ДЕ Т. 
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第 五 节 基因 工程 简介 


一 ,基因 组 


原核 生物 上 只 有 一 个 染色 体 , 它 包括 该 生物 的 全 套 基 因 , 构 成 该 生物 的 基因 组 .。 真 核 生 物 
的 情况 比较 复杂 ,能 体现 正常 细胞 功能 的 整套 染色 何 中 的 全 部 基因 就 是 真 核 细 胞 的 基因 组 。 
生物 随 闭 进 化 程度 的 增 商 ,基因 组 的 数值 (基因 组 C 值 ) 随 之 增加 , 但 也 有 例外 .例如 ;人 类 是 
万 物 之 灵 ,进化 程度 最 高 .最 复杂 ,其 单 倍 体 基因 组 的 C 值 为 3X10?bp ,而 进化 程度 很 低 的 肺 
鱼 , 其 C 值 却 有 102bpb, 所 以 C 值 的 大 小 并 不 能 完全 说 明和 遗传 复杂 性 的 高 低 。 

真 核 细胞 染色 体 中 遗传 信息 的 组 织 比 原核 细胞 复杂 揭 多 ,它们 的 基因 组 有 许多 不 同 的 
地 方 。 

1. 基因 组 的 大 小 

ЕВЕШЕНЯНБЕРЕНХЗЖ 。 例 如 ,估计 大 巴 杆菌 染色 体 中 售 有 3 000 个 基因 ,而 
人 类 则 是 50 000 到 100 000 个 。 

2. 编码 功能 

真 核 生 物 中 大 部 分 DNA 序列 没有 显示 出 有 编码 功能 (也 就 是 说 它们 不 能 确定 蛋白 质 的 
初级 结构 ) .虽然 这 些 无 编码 功能 的 DNA 序列 的 作用 是 什么 还 不 知道 ,但 是 它们 可 能 具有 调 
控 作 用 ;万 其 是 那些 所 谓 的 重复 序列 ,这 些 碎片 中 含有 重复 上 百 次 或 上 千 次 的 短 的 或 中 等 长 
度 的 序列 ,以 串联 或 散 开 状态 存在 于 基因 中 .例如 ,一 组 短 揭 以 分 散 方 式 重 复 的 序列 包含 300 
bp , 称 为 Alu 家 族 , 它 在 人 类 基因 单 倍 体 中 重复 出 现 大 约 有 500 000 次 。 

3. 编码 的 连续 性 

近年 来 发 现 原 核 生物 基因 和 真 核 生物 基因 间 有 一 个 基本 的 不 同 点 。 原 核 生物 基因 是 编 
码 DNA 的 一 个 完整 片段 ,而 迄今 为 止 分 析 的 大 多 数 真 核 生 物 为 蛋白 质 编码 的 基因 都 含有 
“居间 顺序 >。 基 因 中 不 编码 的 居间 顺序 称 为 “内 含 子 ", 而 编码 的 片段 则 称 为 “外 显 子 >, 内 合 
子 的 存在 使 真 核 生 物 基因 成 为 不 连续 基因 或 断 发 基因 。 


二 ,基因 工程 


基因 工程 是 分 子 生物 学 发 展 中 的 一 个 重要 领域 。 自 1973 年 Cohn 等 人 首次 在 体外 将 重 
组 的 DNA 分 子 形成 无 性 繁殖 株 以 来 ,仅仅 经 历 20 年 的 时 间 , 有 关 领 域 的 科学 家 已 能 使 异 源 
基因 在 受 体 细胞 成 功 地 表达 具有 特异 生物 活性 的 蛋白 质 。 基 因 工 程 技术 的 迅速 发 展 得 益 子 
现代 遗传 学 和 生物 化 学 成 昔 的 积累 和 运用 ,限制 性 核酸 内 切 酶 的 发 现 对 鸭 菌 体 和 细菌 质 粒 
的 认识 以 及 Southern 转移 .聚合 酶 链 反应 、 瑟 冲 场 胶 电泳 技术 等 重大 发 现 和 技术 革新 都 给 
基因 工程 带 来 新 的 进 属 和 突破 。 通 过 基因 工程 技术 ,科学 家 可 以 人 工地 创造 新 的 生物 物种 ， 
这 不 仅 对 生物 学 的 基础 理论 研究 意义 重大 ,而 且 对 工农 业 生 产 和 医学 实践 也 具有 重要 的 党 
х. 
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1. 基因 工程 概论 

所 谓 基 因 工 程 ,就 是 应 用 酶 学 的 方法 ,在 体外 将 各 种 来 源 的 遗 忧 物质 一 一 同 源 的 或 异 刹 
的 ,原核 的 或 真 核 的 ,天 然 的 或 人 工 合成 的 DNA 一 一 与 戟 体 DNA 结合 成 一 复制 子 。 这样 形 
成 复合 分 子 可 以 在 复制 子 所 属 的 宿主 生物 中 人 复制 ,继而 通过 转化 或 转 数 宿主 细胞 ,生长 和 六 
选 转化 子 ,无 性 繁殖 使 成 为 克隆 :然后 或 直接 利用 转化 子 , 或 将 充 隆 的 分 子 自 转化 子 分 离 后 
再 时 人 适当 的 表达 体系 ,使 重组 基因 在 细胞 内 表 村 ,产生 特定 的 基因 产物 。 由 外 源 PNA 插 上 人 
载体 分 子 所 形成 的 杂 合 分 子 又 称 账 合 DNA。 因 此 ,构建 这 类 重组 体 分 于 的 过 程 又 称 分 子 克 
Е.Я МА. 

基因 工程 的 基本 内 容 是 有 目的 地 对 遗传 物质 功能 单位 进行 综合 ,创造 有 价值 的 生物 分 
子 或 新 的 动物 . 桔 物 和 微生物 品系 。 基 国 工程 是 通过 人 工 的 基因 重组 和 转移 ,将 感 兴趣 的 基 
困 引 人 宿主 细胞 ,使 之 在 宿主 细胞 表达 有 益 的 蛋白 质 产物 , 国 此 ,基因 工程 技术 需要 有 纯化 
的 特定 基因 , 即 月 的 共 因 ,我 们 可 以 通过 化 学 合成 靶 . 牺 理化 学 法 . 乌 枪 无 性 繁殖 法 各 酶 促 合 
成 获得 所 需 的 基因 

基因 工程 的 基本 过 程 芋 基 因 克 隆 , 即 获得 重组 DNA 的 无 性 繁殖 系 。. 外 源 DNA 离开 染色 
体 是 不 能 复制 的 ,如 果 将 外 源 基 因 连 接 到 复制 子 上 ,该 基因 便 可 作为 复制 子 的 一 部 分 ,在 受 
体 菌 中 复制 ,这 种 复制 子 就 是 外 源 基因 的 载体 。 常 用 的 基因 载体 有 质粒 , 队 菌 体 和 病毒 。 

通过 不 同 途 径 获 取 基 因 、 选 择 或 构建 笑 当 的 基因 载体 后 ,基因 工程 技术 的 下 一 步 工 作 是 
如 何 将 目的 基因 与 载体 连接 在 一 起 , 即 DNA 的 体外 重组 , 这 种 DNA BLR SET DNA 连接 
酶 将 适当 切割 的 DNA 一 自 的 基因 与 载体 共 价 连接 的 , 什 源 目的 基因 与 载体 在 体外 连接 成 重 
组 体 DNA 分 子 后 , 需 将 其 导入 受 体 菌 进行 扩 增 和 乌 选 ,得 到 大 量 、 单 一 的 重组 体 分 子 。 这 一 
过 程 称 做 外 源 基 因 的 无 性 繁殖 或 克隆 。 以 质粒 作 载 体 ,将 汶 带 外 源 基 因 的 载体 DNA ЗАЯ 
体 细胞 的 过 程 称 转化 。 以 唆 菌 或 病毒 作 载 体 ,将 携带 外 源 基 因 的 载体 DNA 导入 细胞 的 过 程 
称 转 染 或 感染 。 通 过 转化 、. 转 染 或 感染 ,重组 体 DNA 分 子 被 导 人 受 体 细胞 ,至 嫉 养 得 到 大 量 
转化 子 菌落 或 转 岂 噬 菌 兽 .将 重组 体 从 转化 子 细 苞 或 转 染 噬 菌 群体 中 分 离 出 来 ,并 鉴定 无 性 
繁殖 的 外 源 基 因 确 实 为 肯 的 基因 ,这 一 过 程 即 为 往 选 或 选择 。 根 据 载 体 体 系 . 宿 主 细胞 特性 
ЖОН Е НЛА В ЖІП, ГЕНЕ НЕН АЕ ЕНЕР. 

不 论 基因 工程 的 研究 的 如 何 ,最 终 均 涉及 目的 基因 的 表达 问题 ,如 研究 调控 基因 结构 
与 机 能 的 关系 时 , 需 将 无 然 或 人 工 突变 的 基因 片 眉 插入 会 一 定 报告 基因 的 载 栖 的 适当 部 位 ， 
将 克隆 的 重组 DNA 导 人 适当 活 细胞 ,检测 报告 基因 的 表达 水 平 ,比较 天 热 和 突变 基因 对 否 
达 水 平 的 影响 ,分 析 目 的 基因 结构 与 机 能 的 关系 .大 岁数 基因 工程 研究 是 以 获得 目的 基因 改 
村 产物 为 目标 的 ,外 沽 基因 在 受 体 细胞 表达 生物 活性 蛋白 质 基 基于 正确 前 基因 转 姑 ,有 效 的 
mRNA 翻译 和 适当 的 转录 后 、 翻 译 后 的 加 工 过 程 。 这 些 过 程 的 进行 在 不 同 的 表达 体系 是 不 
一 样 的 ,这 种 差别 不 但 与 基因 的 来 源 、 基 因 的 性 质 有 关 , 而 且 与 载体 和 受 体 细胞 有 关 。 

2. 基因 工程 技术 的 应 用 

(1) ЖРА 

利用 基因 工程 技术 表达 和 产生 蛋白 质 制 品 要 出 传统 生产 方法 优越 ,表现 在 如 下 几 个 方 
面 :a. 方法 经 济 又 简便 ;b, 适合 大 量 获 得 目的 基因 的 表达 产物 ;c. 采用 基因 工程 技术 产生 
蛋白 质 生 物 制品 ,可 实现 常规 方法 无 法 解决 的 生物 制备 问题 。 当 前 ,利用 基因 工程 生产 蛋 日 
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质 制 咒 以 微生物 为 重组 DNA 的 受 体 细胞 , ДАҒЫН E p=, 

《2 生物 分 子 结构 与 功能 分 析 

在 当前 生物 学 研究 方面 ,生物 学 家 和 遗传 学 家 僵 发 注重 发 育 生物 学 或 发 育 考 传 学 的 癌 
题 , 这 关系 色 基 因 作 用 的 时 间 . 空 间 顺 序 性 。 基 因 工 程 为 基因 表达 调控 研究 握 供 了 一 个 重 玫 
而 有 效 的 手段 。 基因 表达 调控 是 在 复制 ,转录 和 翻译 三 个 水 平 上 进行 的 . 三 级 调控 过程 都 离 
不 开 核酸 .调节 因子 . 酶 和 激 案 等 生物 分 子 的 功能 。 认 识 这 些 生物 大 分 子 的 结构 及 其 与 功能 
的 关系 ,人 研究 核酸 与 核酸 .核酸 与 蛋白 质 及 人 履 白 质 与 蛋白 质 之 间 的 相互 作用 ,对 指示 基因 表 
达 调 控 规 律 是 十 分 必要 的 。 

3) 基因 工程 在 医学 中 的 应 用 

基因 工程 技术 作为 早先 基因 拘 作 的 延伸 , 葛 定 了 分 子 遗 传 学 的 基础 ,并 促进 了 该 领域 的 
发 展 , 而 分 学 中 传 学 的 发 展 为 认识 .理解 人 类 过 传 病 ,开拓 诊断 .治疗 新 措施 开辟 了 新 的 前 
景 。 

基因 工程 技术 主要 包括 基因 转移 技术 、 反 义 技 术 和 基因 打 码 。 

心 基因 转移 技术 

应 用 物理 .化 学 或 生物 学 等 技术 和 方法 ,将 外 滁 基 因 转 移 到 爱 体 菌 或 细胞 内 ,并 使 之 在 
细菌 或 细胞 内 实现 转 人 基因 的 扩 增 和 表达 ,此 称 基因 转移 技术 , 它 是 重组 DNA 技术 和 基因 
治疗 的 关键 步 束 之 一 。 

自从 1970 年 Mandel 和 Higa 发 现 经 预 冷 CaCl; 济 液 处 理 的 绍 菌 可 摄 和 人 外 源 DNA 以 来 ， 
已 相继 建立 了 许 密 将 克隆 化 基因 导 人 原核 和 真 核 细 胸 的 方法 ,如 有 穿孔 法 、 礁 酸 希 转 染 法 、 
中 质 体 转 染 法 等 .20 世纪 80 年 代 后 期 发 展 起 来 的 利用 病毒 载体 导入 外 源 基 因 使 之 进入 哺乳 
动物 细 移 的 方法 ,能 品 著 提高 基因 转移 效率 ,因此 , 它 极 大 地 推动 着 重组 DNA 技术 在 医学 、 
生物 工程 ,农业 ,环境 保护 等 领域 的 广泛 应 用 .。 

ОБ х ЗЕ Ган 

随 着 DNA 序列 分 析 的 发 展 , 人 们 试图 通过 封 阻 或 切割 基因 来 关闭 基因 以 改变 基因 的 功 
能 ,或 者 使 基因 在 体外 产生 定位 特异 的 突变 (如 缺失 , 擂 和 或 点 突变 ), 并 将 突变 型 基因 重新 
导 和 机体, 分 析 该 基因 的 功能 。 这 是 一 种 * 体 外 诱 变 ? 装 。 由 于 它 与 传统 的 遗传 学 方法 相似 ， 
但 采用 的 研究 策略 相 到 ,因而 称 为 * 浸 疝 遗 忧 学 ?方法 . 反 义 技 术 和 基因 打 玩 就 是 属于 这 一 类 
方法 ， 

反 广 技术 在 分 子 生物 学 和 细胞 生物 学 中 的 应 用 ， 

а. 基因 功能 测定 

- 细 狗 增殖 和 分 化 有 关 基 因 :或 变 细 胞 增殖 和 分 化 是 及 义 技术 的 常用 目的 

. 细胞 周期 相关 基因 ;细胞 周期 与 细胞 增殖 密切 相关 , 反 义 介 导 对 细胞 周期 的 干扰 也 影 
啊 细 胞 增殖 。 

.病毒 基因 :在 多 数 情 况 下 ,到 义 核 酸 所 选 的 目标 是 RNA 转录 物 或 病毒 RNA ,可 用 于 
研究 病毒 基因 的 功能 ， 

b. 药物 的 合理 设计 

反 义 策略 为 发 展 特异 药物 治疗 病毒 或 寄生 上 虫 感染 ,或 纠正 细胞 基因 (加 原 况 基因 >) 的 蜡 
ЕА КЕ ГН. ЕЕЕ АТО УАВ Н. 
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- 抑制 病毒 生产 
" 抑制 癌 基 因 
" 杀伤 寄生 虫 
基因 打 和 (转基因 模型 ) 在 生物 医学 中 的 应 用 
基因 打靶 技术 在 生物 医学 中 有 广 沦 的 应 用 ,如 基因 娄 达 调控 .转基因 动物 中 该 基因 产品 
的 制备 与 动物 品种 的 培养 等 。 
. 研究 代谢 过 程 的 调节 ; 
b. 研究 动脉 痢 样 辜 化 和 原 发 性 高 血压 的 病因 学 ， 
с. 研究 腔 胎 发 育 ; 
а. 研究 炎症 反应 机 制 。 
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跋 ; 生 物 高 分 子 结构 和 功能 的 几 个 共性 


塑料 ,人 造 纤 维和 合成 称 脱 等 合成 启 分 子 在 日 常生 活 中 已 被 人 们 司空 见 惯 ,然而 ,整个 
生物 界 的 主要 物质 基础 也 是 高 分 子 却 并 非 众所周知 。 生 物体 合成 了 多 种 多 样 不 同 结构 和 功 
能 的 生物 高 分 子 , 离 开 了 这 些 生物 高 分 子 , 有 机 体 就 不 复 存 在 .生物 高 分 子 主要 有 四 大 痰 E. 
白质 . 梅 , 核 酸 利 多 糖 .在 本 书 结束 之 前 ,下 在 比较 ,归纳 ,总 结 这 几 类 生物 高 分 子 结构 和 功能 
的 基础 上 讨论 它们 的 共性 ,以 便 对 生物 高 分 子 的 概貌 有 一 总 的 了 解 。 


一 、 生 物 痪 分 子 结构 上 的 共性 


1 生物 高 分 子 大 多 是 多 种 单 体 的 共 缩 聚 产物 

一 种 合成 高 分 子 通 常 只 含有 一 种 或 两 种 单 体 ,多 则 也 不 超过 四 种 ,合成 方法 主要 是 加 成 
聚合 和 缩合 聚合 两 种 。 

生物 高 分 子 比 较 复 杂 , 除 了 纤维 素 ,淀粉 等 同 多 糖 上 只 由 一 种 单 体 组 成 外 ,几乎 其 他 生物 
高 分 子 都 含有 多 种 单 体 ,- 些 细菌 的 细胞 外 杂 多 糖 可 含有 七 , 八 种 单 糖 。 核 酸 中 主要 单 体 是 
ШЕВ. 构成 蛋白 质 的 常见 单 体 有 20 种 之 多 , 但 也 有 一 些 蛋白 质 往 往 缺 少 一 种 或 几 种 
ЖЕМ. 

组 成 蛋白 质 和 核酸 的 各 种 单 体 这 里 不 再 介绍 了 .多糖 的 单 体 主要 是 葡萄 糖 . 半 乳 糖 和 甘 
БЕЛ ЖСН ЕП АЕ НТ КЕ Е, НИЕ ІЖБ Г-БАЗЕЗЕРІ ЕРДІ 
Жаныл SET АРИВ, Ж-Е SR 35 138 ЗЕН ЛОИ ——— ЕСО ОН 
оныд БӘЛЕНІҢ 2. ОЕ НЕ БЕН ВИК Т ЛЫН КЕНИЯ, i kini 
一 单 糖 广 可 以 有 两 种 不 捕 构 型 :s 和 2. 

构成 生物 高 分 子 的 单 体 几乎 都 有 光学 活性 , 除 甘 氮 酸 外 ,所 有 构成 自白 质 的 氨基 酸 都 是 
工 型 ,存在 于 多 糖 中 的 单 糖 多 数 是 DD 型 (上 面 列 举 的 单 糖 没 有 注 明 的 都 是 只 型 ) ,很 少 几 个 是 
L 型 .核酸 骨架 中 的 核糖 也 是 DD 型 。 

所 有 生物 高 分 子 都 不 是 加 聚 产 物 ,而 可 看 成 是 多 种 单 体 的 共 缩 集 产 物 ,但 这 种 缩 察 在 生 
物体 内 并 不 是 简单 的 脱水 反应 ,而 是 通过 一 系列 复杂 的 酶 促 反 应 来 合成 省 种 生物 高 分 于 ,总 
的 说 来 ,先是 单 体 的 活化 ,然后 在 酶 催化 下 高 分 于 链 过 渐 增长 。 蛋 白质 中 单 体 是 通过 上 及 键 相 
连 的 ,核酸 和 多 糖 中 单 体 的 连接 分 别 是 通过 磺 酸 二 酷 刍 和 和 糖 车 键 。 

生物 高 分 子 之 所 以 是 缩聚 产物 可 能 有 两 个 原因 ,一 是 生物 体内 70% 左 有 是 水 ,因此 缩合 
而 成 的 高 分 子 在 机 体内 可 通过 温和 的 水 解 反应 进行 代谢 周转 。 二 是 引发 加 成 聚合 的 自由 基 
或 活性 离子 对 生物 体 是 有 害 的 ,例如 辐射 产生 的 自由 基 可 引起 基因 次 变 ,诱发 不 良 病变 。 近 
年 来 还 有 人 认为 生物 体 的 衰老 可 能 也 和 自由 基 有 关 。 

除了 简单 的 生物 高 分 子 外 ,生物 体内 还 存在 关 复 合 的 生物 高 分 子 , 如 糖 蛋白 质 . 脂 蛋 饭 、 
蛋白 爸 糖 等 。 这 些 化 合 物 中 不 同 部 分 之 问 的 连接 也 是 借 勘 于 缩合 形成 的 共 价 键 ， 

生物 体 合 成 的 聊 质 类 高 分 子 很 少 ,如 橡 腕 和 参与 烽 链 合成 的 多 赣 苹 等 都 以 异 戊 二 烯 为 
结 神 单 元 ,这 些 化 合 物 同 祥 也 是 通过 复杂 的 酶 促 反 应 缩合 而 成 的 , | 
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MED ЕНГІ БОРЕ Р 28 b S E F PE ,其 分 子 基 础 就 在 于 生物 高 分 
子 是 多 种 单 体 的 共 缩 聚 产 物 。 单 体 的 种 类 越 多 ,所 构成 的 高 分 子 的 结构 就 越 复杂 ,功能 也 就 
起 纷繁。 蛋 忆 质 的 单 体 种 类 最 风 ,它们 的 结构 是 几 类 生物 高 分 子 中 最 复杂 的 ,功能 也 是 最 多 
样 的 。 

2. 生物 高 分 子 都 具有 多 层次 结构 

(1) 各 类 生物 高 分 子 都 有 一 级 结构 到 高 级 结构 的 几 个 层次 

所 谓 一 级 结构 是 指 生 物 高 分 子 中 单 体 的 排列 顺序 。 蛋 白质 中 氨基 酸 排 列 顺序 的 测定 在 
不 少 实验 室 已 是 一 种 常规 技术 。 近 年 来 由 于 方法 学 上 的 突破 ,核酸 一 级 结构 测定 进展 很 快 ， 
其 至 出 现 了 用 测定 芒 酸 中 核 苷 酸 的 顺序 来 预示 相应 重 折 质 一 级 结构 的 趋势 。 多 糟 的 一 级 结 
构 测 定 还 比较 落后 。 

对 杂 才 糖 来 说 ,-- 级 结构 是 一 个 很 明确 的 福 念 ,然而 同 多 粳 也 有 一 级 结构 ,这 亿 乎 就 费 
解 了 。 同 多 糖 之 所 以 也 有 单 体 的 排列 问题 ,是 因为 单 糖 都 有 几 个 可 反应 的 羟 天 ,因此 相 邻 两 
单 糖 可 以 通过 不 同 的 羟基 而 彼此 相连 ;其 次 则 一 单 糖 都 有 几 个 可 反应 的 羟基 ,因此 相 邻 两 单 
糖 又 有 a 和 8 两 种 不 同 的 构 型 。 纤 维 素 中 葡萄 糖 的 连接 方式 和 淀粉 一 样 ,都 是 1->4 ЖЫ, 
别 仅 在 于 绎 维 素 是 8- 葡 萄 糖 的 聚合 物 ,而 淀粉 中 的 葡萄 糖 是 a- 构 型 ,一 个 羟基 的 取向 不 同 就 
使 这 两 种 多 糖 的 空间 结构 ,性质 和 功能 完全 不 同 。 细 菌 也 能 合成 殴 案 糖 ,尽管 其 中 葡萄 精 也 
是 *- 构 型 ,但 是 主要 是 1 一 6 连接 ,因而 这 种 多 糖 是 不 同 于 淀粉 的 另 一 种 高 聚 物 。 不 少 才 糖 还 
具有 分 支 结构 ,这 在 蛋白 质 和 核酸 中 也 是 极 少见 的 。 

多 数 分 子 量 很 大 的 杂 多 糖 中 有 一 些 重 复 的 结构 片段 ,最 小 的 是 二 糖 , 大 的 可 由 七 八 个 粳 
基 组 成 。 很 多 蛋白 质 也 有 量 复 的 顺序 ,有 的 重复 片段 较 短 , 仅 十 来 个 所 基 酸 ,有 的 长 达 二 十 余 
个 残 基 ,更 长 的 也 有 .蛋白 质 中 相似 片段 出 现 的 频率 很 低 , 一 般 只 有 两 次 , 较 大 的 肪 链 中 也 可 
见 刘 四 五 次 。 杂 多 糖 中 的 重复 结构 是 严格 相同 的 ,而 蛋白 质 中 重复 顺序 只 是 相似 ,不 完全 相 
同 。 出 现 重 复 结构 的 原因 ;在 蛋白 质 中 是 茜 因 董 复 , 而 在 杂 多 糖 中 则 是 糖 链 合 成 酶 系 周 而 复 
始 作 用 的 结果 ，。 

《2 生物 高 分 子 的 高 级 结构 是 指 高 分 子 链 卷 曲 而 成 的 三 维 空间 结构 

近年 来 由 于 X 射线 衍射 技 术 的 发 展 和 完善 ,很 多 蛋白 质 的 三 维 结构 已 被 阐明 ,有 些 分 子 
量 较 小 的 转移 核糖 核酸 的 空间 构象 也 被 测定 。 多 糖 链 空间 构象 的 研究 近来 也 有 突破 。 最 近 
也 有 人 运用 电子 计算 机 ,结合 一 级 结构 研究 ,来 预示 蛋白 质 和 和 多糖 的 空间 结构 。 

音 体 排列 常常 使 商 分 子 链 在 一 定 范围 内 可 以 形成 一 些 特 定 的 规则 结 枸 ,这 就 是 条 谓 的 
二 级 结构 ,螺旋 是 儿 类 生物 高 分 子 中 最 常见 的 一 种 二 级 结构 .蛋白 质 中 的 -螺旋 几乎 都 是 音 
股 的 右手 螺旋 ,脱氧 核糖 核酸 (DNA) 中 则 是 双 股 的 右手 螺旋 ,而 多 糖 链 既 有 右手 螺旋 , 又 有 
左手 螺旋 ,有 单 股 巢 旋 , 也 有 多 股 螺旋 .在 蛋白 质 中 还 有 8 т 0 形 转折 等 其 他 二 级 结构 的 
构象 单元 ,在 核酸 中 则 有 与 之 神似 的 发 来 结构 而 多 糖 链 还 可 呈现 带 状 和 争 接 等 结构 . 除 上 述 
这 些 规则 结构 外 ,生物 高 分 子 也 具有 无 一 定 规则 的 结构 。1->6 连接 的 多 糖 链 和 合成 高 分 子 
相似 , 整 条 链 都 无 规 卷 曲 。 在 蛋白 质 和 tRNA 中 局 部 地 也 有 一 些 无 规 结构 ,但 这 些 结 构 却 不 
是 任意 的 ,所 谓 “ 无 规 ”" 只 是 相对 土 述 规则 构象 单元 而 言 .每 一 种 蛋白 质 中 这 些 * 无 规 ” 结 构 实 
际 上 都 是 兢 定 的 ,同样 由 蛋白 质 的 一 级 结构 所 决定 。 

二 级 结构 在 空间 中 进一步 盘 曲 折 得 就 形成 三 级 结构 。 那 些 有 均 种 构象 单元 的 生物 高 分 
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TBS = k šE АТАС АН. PTT PRE НЕМА 都 有 这 伴 的 三 级 结构 。 
DNA 和 大 分 子 量 的 核糖 核酸 (RNA) 在 形成 双 螺 旋 后 ,还 能 形成 环 状 或 麻花 状 的 三 级 结构 , 

近年 来 ,在 广泛 研究 仆 日 质 空间 结构 的 基础 上 ,有 人 提出 了 一 些 新 的 结构 层次 。 一 是 超 
二 级 结构 , 指 的 是 几 个 相连 规则 构 锭 单元 的 组 合 。 另 一 是 结构 域 ,这 是 指 一 条 胀 链 卷 昌 时 形 
成 的 几 个 相对 独立 的 区 域 , 它 们 再 进一步 组 成 蛋白 质 的 三 维 结构 .有 的 语 白 质 整个 分 子 就 是 
一 个 结构 域 ,有 的 和 蛋白质 则 有 多 个 结构 域 .~~ 些 功能 相似 的 组 白质 中 常常 会 有 一 个 或 有 几 个 
结构 域 很 相似 。 那 些 具有 重复 排列 顺序 的 蛋白 质 则 往往 有 几 个 结构 域 。 在 tRNA 中 可 以 看 
到 几 个 小 环 , 似 乎 和 蛋白 质 的 结 袍 域 相当 。 

对 似 白 质 来 说 ,还 有 更 高 一 岩 次 的 结构 一 一 四 级 结构 有些 较 大 的 蛋白 质 由 多 条 肽 链 构 
成 ,每 条 的 链 作 为 一 个 基 术 单位 ( 称 为 亚 基 ) 通 过 非 共 价 键 聚 集成 为 一 个 更 完整 的 重 握 质 分 
子 。 有 的 蛋白 质 只 有 一 种 亚 基 ,有 的 则 有 几 种 不 同 葛 亚 基 .。 这 种 亚 基 间 的 相互 作用 以 及 由 此 
而 形成 的 罕 定 结 构 称 为 四 级 结构 。 

对 驳 糖 链 米 说 ,由 于 它们 的 一 级 结构 具有 重复 性 ,因此 有 些 结构 层次 很 难 严格 区 分 。 不 
少 纤维 状 蛋白 也 有 类 似 情况 ,例如 整个 高 分 子 链 都 是 螺旋 构 人 象 , 它 既 是 二 级 结构 ,又 是 三 级 
结构 。 但 是 这 类 高 分 子 链 之 间 仍 可 相互 作用 ,例如 带 状 构象 的 纤维 训 可 堆砌 成 纤维 素 东 ,一 
КЕН ЕНГЕ. 

(3) 生 物 高 分 子 除了 自身 的 结构 层次 外 ,还 可 和 其 他 分 子 相 互 作用 

次 肽 酶 .胰岛 素 等 蛋白 质 含 有 Zn* ,血红 蛋白 中 有 铁 中 啉 环 。 不 少 酶 含有 维生素 或 金属 
НЕТ. 有些 核酸 和 多 糖 也 能 和 金属 结合 。 多 个 酶 蛋白 构成 一 个 酶 系 ,不 少 蛋 白质 还 可 以 
和 核酸 相互 结合 。 这 种 生物 高 分 子 与 小 分 子 或 其 他 生物 高 分 子 的 相互 作用 都 有 其 符 定 的 生 
理 意义 ,值得 一 提 的 是 蛋白 策 等 和 脂 质 相互 作用 ,这 对 形成 具有 生物 活性 的 生物 膜 结构 特别 
重要 。 生 物 膜 可 被 认为 是 极其 复杂 的 有 机 体 的 最 简单 .最 基本 的 结构 层次 一 一 亚 细 胞 器 。 

(4) 以 蛋 帕 质 为 例 , 上 述 的 生物 高 分 子 的 尽 次 结构 可 用 图 1 来 表示 。 


1 生物 高 分 子 结构 层次 示意 图 


3. 生物 高 分 子 结构 的 可 变性 

(生物 高 分 子 在 体内 合成 后 ,往往 经 过 某 些 “加 工 * 才 变 成 具有 待定 结构 和 功能 的 分 
子 。 

最 单 发 现 一 些 蛋 白水 解 酶 是 以 无 医 性 的 酶 原形 式 帘 合成 的 ,经 切断 某 些 肽 键 或 切 去 革 
些 肘 段 而 激活 。 后 来 陆续 发 现 不 少 激素 和 分 说 蛋白 都 有 更 大 的 前 体 。 不 仅 蛋 白质 , НЕЙ 
也 有 大 分 子 前 体 。 这 些 无 活性 的 前 体 ,在 体内 经 剪裁 和 重组 才能 变 成 有 生物 活性 的 分 子 。 Ж 
年 发 现 糖 蛋 白 上 的 某 些 糖 链 ,先是 合成 由 14 个 糖 基 组 成 的 糖 链 ,再 转移 到 蛋白 上 ,而 后 切 去 

189 


! 


\ 


k 


9 ЖЕНЕ Е-Е, ЧЕН ОВАА. 

“ШО.” BJ 5 ЛНУ SK АР ЕТ, P| 811 Pt Е Ы rh 90 23, ЕТІНЕ Rš TE ЕЕ 
Е 4,20 PS 3035 Bb 322 BB SX Ғе, ТП 23-- А ЕРДІ БЕН Ре ЕН Ss ЕМЕН 
ЖНЖ 281. JE TE Pa 2 Tr Лс g Bs da БЕ py e ИТИ 8. ЖЕ Жа НАН 
多 糖 , 而 后 在 高 分 子 水 平 上 ,部 分 单 糖 被 转变 为 塘 一 种 单 糖 ,从 而 整个 高 分 子 由 同 多 糖 变 成 

第 三 种 “加 工 ” 方 式 是 接 梳 ,一 些 蛋 白质 和 多 糖 的 某 些 单 体 上 可 接 上 一 些 糖 链 、 脂 肪 酸 或 
肪 链 , 变 成 具有 分 安 结 构 的 复合 高 分 子 。 有 些 糖 类 还 能 进一步 交 联 成 网 状 结构 。 

以 上 三 种 “加 工 ” 方 式 都 有 基价 键 的 改变 。 

(2) 生 物 高 分 子 的 层次 结构 是 常 分子 内 非 共 价 键 来 维系 的 。 

这 些 非 共 价 键 使 分 子 中 多 基 团 不 能 自由 运动 。 另 一 些 多 数 在 表面 的 基 团 因 不 能 参与 非 
基价 键 的 形成 ,自由 度 较 大 ,可 处 于 不 停 的 热 运 动 中 。 有 些 非 共 价 键 可 因 外 来 分 子 或 周围 环 
境 的 影响 前 改变 ,从 而 司 生 物 高 分 子 局 部 空间 构象 有 所 改变 。 

有 时 构象 改变 和 生物 活性 的 基 现 密切 相关 .研究 的 最 多 的 是 酶 蛋白 ,在 底 物 等 诱导 下 其 
空间 档 象 发 生 改 变 , 有 利于 催化 反应 的 进行 . 酶 反应 的 诱导 奖 合 学 说 就 是 以 这 种 现象 为 依据 
的 。 至 今 已 知 的 最 突出 的 例子 之 一 是 产 驮 酶 A。 当 底 物 的 羟基 和 浅 结 合 部 位 的 145 位 精 氨 酸 
结合 后 ,分 子 表面 的 248 位 酷 氨 酸 摆动 120°, 位 移 1.2 豪 微 米 , 更 接近 底 物 中 被 水 解 的 肽 键 ， 
终 而 这 一 肽 键 被 催化 断裂。 

别 攀 效 应 是 结构 可 交 性 的 另 一 类 例证 ,一 些 分 子 作 用 于 生物 高 分 子 的 一 定 部 位 ,可 引起 
相距 莽 远 的 另 一 部 位 空间 构象 的 改变 , 终 而 起 到 调控 作用 .血红 蛋白 和 和 气 的 结合 是 了 解 得 最 
清楚 的 别 构 效应 的 实例 。 氧 和 血红 蛋白 4 个 亚 基 中 的 第 一 个 结合 就 削弱 了 这 亚 基 和 其 他 亚 
基 的 相互 作用 ,使 其 他 亚 基 更 易 和 所 结合 .生物 惊 合成 某 一 化 合 物 村 ,相应 的 酶 系 开 始 运转 ， 
一 旦 此 化 合 物 过 剩 , 它 本 身 就 作为 别 构 抑 制剂 ,使 酶 系 中 某 些 关 键 性 酶 受到 抑制 ,使 合成 过 
程 中 断 。 近 年 来 发 现 很 多 细胞 表面 的 糖 蛋 白 可 做 外 来 信息 的 受 体 , 一 般 认为 首先 是 携带 信息 
的 分 子 和 粮 部 分 结合 ,然后 再 把 信息 传递 到 细胞 内 ,而 在 信息 传递 过 程 中 很 可 能 存在 着 蛋白 
部 分 空间 构象 的 改变 。 

(3) 生 物 高 分 子 结 构 的 可 变性 是 有 限度 的 ,超过 一 定 限度 就 会 引 过 高 分 子 性 质 的 改变 
(如 溶解 度 降低 等 ) 和 活性 的 丧失 ,这 通常 称 之 为 变性 。 一 般 说 来 变性 是 规则 结构 的 破坏 。 很 
多 因素 可 引起 生物 高 分 子 变 性 ,如 热 , 极 端 pH、 高 离子 强度 . 腿 等 破坏 氢 键 的 试剂 以 及 各 种 
表面 活性 物质 。 通 过 适当 的 途径 除去 这 些 因素 , 可 使 变性 了 的 高 分 子 恢复 到 天 然 构象 ,并 虽 
现 原 有 活性 。 很 多 脲 变性 的 蛋白 ,可 在 除去 时 后 恢复 活性 。 又 如 热 变 性 的 DNA 突然 冷却 不 
能 恢复 天 然 构象 ,但 慢 慢 冷却 可 重新 形成 双 螺 旋 。 冤 精 的 构象 的 研究 却 刚刚 开始 ,因此 多 糖 
的 变性 还 讨论 得 很 少 ,但 粘 胶 丝 的 纺 制 则 是 纤维 索 变 性 和 再 次 纤维 化 的 过 程 。 

生物 高 分 子 结构 可 变性 的 各 种 类 型 概括 地 列 于 宸 1 中 。 
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表 1 生物 高 分 子 结 构 改 变 的 几 种 类 型 


з 型 x= т 
Гази зата жа 发 生 在 生物 高 分 子 生物 合成 以 后 。 
一 级 的 结构 的 改变 | 2) 一些 单 体 的 化 学 修 怖 或 结构 改变 | ЗЕ На Ях, НИЕ Е Е й 
(3) 某 些 单 体 的 侧 基 上 接 故 上 各 种 支 休 | 一 些 新 的 共 价 刍 
(1 一些 单 体 侧 基 位 置 的 浮动 纯粹 的 热 运动 
局 部 的 | | 生物 高 分 于 与 其 他 分 子 相互 作用 
еи пе ар ни зне, жга 
| 合 产 生 一 些 新 的 非 共 价 刍 


кн І 在 一 些 激烈 条 件 下 ,整个 生 御 高 分 
生物 高 分 子 的 变性 子 的 大 量 非 共 价 键 被 破坏 


高 级 结构 改变 


二 、 生 物 高 分 子 功能 方面 的 共性 


1. 生物 高 分 子 作用 的 专 一 性 

生物 高 分 子 在 机体 内 行使 多 种 多 祥 的 功能 ,参与 了 形 形 式 式 的 反应 ,它们 行使 的 功能 和 
参与 的 反应 都 有 高 度 专 一 性 。 酶 一 一 生物 催化 剂 的 主要 特征 之 一 就 是 其 作用 专 一 性 。 酶 分 
类 和 命名 原则 的 依据 也 在 于 它们 的 专 一 性 。 作 用 于 不 同 底 物 的 酶 在 结构 上 有 有 很 大 差别 。 生 
物体 内 另 一 类 蛋白 质 ,它们 的 基本 结构 很 相似 ,但 却 可 和 结构 不 同 的 分 子 结合 。 这 类 蛋白 叫 
做 抗体 ,和 它们 结合 的 物质 叫 抗原 .抗体 都 是 同一 类 的 免疫 球 蛋 白 ,在 对 应 的 抗原 诱导 下 “加 
工 " 出 具有 遍 度 专 一 性 的 抗体 。 人 的 血型 是 由 红 绝 胞 表面 一 些 糖 链 结构 所 决定 的 。A 更 和 BB 
型 的 抗原 结构 几乎 相同 ,差别 仅 在 于 同一 糖 基 C: 上 的 一 个 取代 基 ,A 抗原 上 是 N- 乙 附 氨基 ， 
B 抗原 上 则 是 郑 基 。 在 A 型 个 体 的 血液 中 存在 着 和 B 抗原 专 一 结合 的 抗体 ,这 种 抗体 可 在 极 
复杂 的 血液 中 辨认 出 这 样 一 个 取代 基 的 不 同 , 从 而 导致 血球 凝集 和 受 血 者 的 死亡 。 

核酸 侧 链 破 基 之 间 形 成 的 氢 键 也 有 专 一 性 。 这 种 专 一 的 碱 基 瑟 对 不 仅 起 到 维系 和 稳定 
核酸 空间 构象 的 作用 ,而 且 和 核酸 、 蛋 白质 的 生物 合成 也 休 威 相关 。DNA 第 了 这 种 专 一 的 玻 
基 配 对 进行 正确 无 误 的 自身 复制 ,并 通过 这 种 专 一 的 碱 基 配对 DNA 把 遗传 信息 转录 到 信使 
核糖 核酸 (mRNA) 上 ,把 温 传 信息 翻译 成 蛋白 质 中 氨基 酸 排列 顺序 则 是 借助 了 mRNA 上 的 
三 联 体 密码 和 tRNA 上 反 密码 之 闻 的 识别 ,这 种 识别 的 基础 仍 是 破 基 的 专 一 配对 ， 

生物 高 分 子 作用 的 高 度 专 一 性 犹如 锁 与 铀 是 的 配对 。 为 什么 生物 体能 制造 出 这 么 多 机 
对 的 “ 锁 " 和 “ 铜 古 ?这 是 因为 生物 高 分 子 是 由 多 种 单 体 组 成 的 。 核 酸 有 4 种 单 体 ,3 ririk 
构成 1 个 密码 ,决定 1 个 氨基 酸 ,这 祥 共 有 64 个 密码 , 远 远 超 过 了 蛋白 质 中 常见 氨基 酸 的 数 
目 , 以 对 于 有 些 氨基 酸 对 应 了 几 个 密码 。 结 构 多 变 ,功能 纷繁 且 专 一 的 蛋白 质 有 20 种 单 体 ; 
胰岛 过 是 最 小 的 蛋白 质 中 的 一 个 ,有 51 个 氨基 酸 . 如 果 以 50 个 氢 基 酸 组 成 一 蛋白 质 为 例 ,可 
能 有 20"( 即 10%) 种 不 同一 级 结构 的 蛋白 质 。 由 此 可 见 蛋白 质 完全 能 被 制 成 千 万 种 不 同 的 
“ат, l 

近年 来 科学 界 对 糖 类 的 兴趣 越 来 越 大 ,原因 之 一 是 大 量 事实 证 明生 物体 内 许多 识别 过 
程 和 糖 类 有 关 , 诸 如 细 苗 和 病毒 对 宿主 细胞 的 粘着 、 同 种 细胞 束 集 形成 特定 的 组 织 和 器 官 、 
细胞 对 外 来 信息 的 识别 等 。 糖 类 之 所 以 能 参与 多 种 识别 过 程 ,全 在 于 糖 类 的 结构 多 变 。 同样 
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两 个 相同 单 体 父 成 的 二 肽 只 有 一 种 ,而 构成 的 二 糙 可 有 11 种 。 三 个 不 同 单 体 可 构成 6 种 三 
肽 ,构成 的 三 糖 却 有 1 056 种 之 多 。 不 难 推测 ,只 要 用 不 多 几 个 单 糖 就 可 提供 成 干 上 万 种 不 同 
的 糖 链 , 并 以 此 作为 生物 体内 专 一 识别 过 程 中 的 一 方 。 

2. 生物 高 分 子 作 用 的 配合 和 协调 

生物 高 分 子 的 别 构 效 应 说 明了 生物 高 分 子 中 各 亚 基 之 间或 同一 分 子 中 几 个 不 同 区 域 之 
间 的 相互 关系 。 生 物体 内 的 和 于 万 种 生物 高 分 子 更 是 相互 配合 ,又 彼此 协调 统一 。 后 物 体 之 所 
以 是 活 的 有 生命 的 机 体 全 在 子 这 种 协调 统一 。 

生物 体内 存在 许 霓 “ 流 水 作业 线 ”, 每 条 “作业 线 ? 午 有 网 个 生物 高 分 子 组 成 ,它们 各 司 其 
职 , 又 相互 配合 ,共同 完成 某 一 功能 。 生 物体 所 需 的 能 量 来 源 于 糖 类 和 脂肪 酸 的 氧化 。 整 个 
生物 氧化 过 程 是 几 个 酶 系 先 后 催化 的 缓慢 而 充分 的 “ 攀 烧 ”从 而 大 大 握 商 了 妖 烧 热 的 利用 
率 ,只 有 少 部 分 能 量 以 热 的 形式 释放 出 来 ,六 部 分 能 量 贮 藏 在 三 碰 酸 逐 形 的 高 能 碰 酸 键 中 备 
用 。 在 这 类 * 流 水 线 ? 中 每 一 生物 高 分 子 仅 做 其 一 专门 化 的 工作 ,前 一 个 酶 作用 产物 为 后 一 个 
酶 的 底 物 。 此 种 “流水 线 " 以 图 2(1) 示 意 。 在 另 一 类 “流水 线 ” 中 前 一 道 “工序 ” 制 成 的 “产品 ” 
在 后 一 道 “ 工 序 ” 中 做 工具 , 见 图 2(2) ,在 这 类 体系 中 ,不 仅 生 产 过 程 继续 不 断 ,而 且 * 生 产 ” 速 
度 越 来 越 快 ,整个 过 程 中 有 一 放大 作用 .。 创 履 时 血液 凝固 就 属 这 一 类 型 。 以 上 是 两 个 蛋白 质 
相互 配合 的 例子 。 


0) 


图 2 酶 促 肥 应 “流水 线 * 示 意图 


蛋白质 生物 合成 可 分 为 转录 翻译 等 阶段 ,全 过 程 则 是 一 个 极 复杂 的 调控 过 程 。 这 全 过 
程 有 蛋白 质 、 核 酸 等 多 种 生物 高 分 子 参 与 ,目前 常用 操纵 子 模型 来 加 以 措 述 . 简 言 之 ,平时 和 
带 有 遗传 信息 的 DNA 结合 的 调节 蛋白 ,在 外 来 因素 作用 下 ,从 DNA 上 脱落 下 来 ,DNA 开始 
转录 出 mRNA ,后 者 进入 核 蛋 白 体 。 在 伸 长 因子 , 扳 基 酸 激 活 酶 ,tRNA 等 许多 蛋白质 ,核酸 
和 酶 的 梁 作 下 ,和 撕 基 酸 被 连接 成 蛋白 质 。 产物 就 在 生物 体内 基 些 部 位 行使 其 功能 。 产 物 如 是 
酶 ,就 去 催化 某 一 反应 ,这 些 反应 产物 中 的 某 些 又 作为 一 个 信息 ,使 调节 蛋白 的 构象 改变 重 
新 和 DNA 结合 ,致使 转录 终止 ,蛋白 质 的 生物 合成 也 不 再 进行 .引起 和 终止 细胞 内 蛋白 质 生 
物 合成 的 信息 往往 来 自 细 胞 外 ,接受 这 些 信息 的 受 体 则 是 细胞 表面 的 含 糖 或 售 脂 质 的 生物 
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高 分 子 。 

细胞 和 细胞 的 相互 作用 也 几乎 全 是 以 各 种 生物 高 分 子 的 配合 为 基础 的 .以 受过 程 为 例 ， 
精细 胞 和 卯 细胞 之 间 专 一 附着 是 整个 过 程 的 第 一 步 , 这 种 附着 由 细胞 表面 的 复合 糖 类 与 和 
它们 专 一 结合 的 蛋白 质 所 承担 。 附 着 后 , 精 幼 胞 的 顶 体 释放 出 多 种 梧 ,把 卵细胞 外 周 蛋 白质 
和 糖 类 组 成 的 保护 层 水 解 掉 , 至 此 两 种 性 细胞 的 质 膜 得 以 接 角 ,进而 融合 为 受精 卵 。 同 时 受 
精 卵 表面 发 生变 化 ,使 原来 卵细胞 表面 的 受 休 消失, 以免 其 他 精细 胞 进一步 作用 。 

生物 高 分 子 在 体内 的 配合 和 协调 统一 非常 重要 ,一 旦 某 一 环节 发 生 故 障 ,机 体 就 发 生病 
变 。 例 如 人 体 址 传 性 地 缺乏 苯 丙 氨 酸 羟 化 酶 系 , 苯 再 氨 酸 只 能 脱 氨 变 茶 丙 醋酸 , 它 在 体内 不 
能 进一步 代谢 ,部 分 从 尿 中 排出 ,相当 莉 则 积累 在 其 些 脏 器 内 ,引起 疾病 .不 少 代 谢 还 会 影响 
幼儿 智能 发 育 ,甚至 造成 天 折 ，。 

总 之 ,生物 高 分 子 是 具有 规则 层次 结构 的 缩 京 产物 , 绝 大 多 数 生 物 高 分 子 由 多 种 不 辐 单 
体 组 成 。 它 们 在 行使 功能 时 表现 出 结构 的 可 变性 ,作用 的 专 一 性 ,而 且 各 种 生物 高 分 子 相互 
配合 ,协调 统一 ,构成 一 个 活 的 有 机 整体 ,这 些 都 远 非 合成 高 分 子 所 能 比拟 。 随 着 对 生物 高 分 
子 结构 种 功能 方面 这 些 共性 的 深入 了 解 , 就 有 可 能 进行 生物 模拟 ,从 而 为 合成 高 分 子 的 研究 
开拓 新 的 领域 。 
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